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Albrecht Kossel zum Gedichtnis. 
Von 
S. Edlbacher. 


y 


(Der Redaktion zugegangen am 25, April 1923.) 





Kin milder Tod hat Albrecht Kossel nach kurzer Krank- 
heit am 5. Juli 1927 von uns genommen. Mit diesem Scheiden 
fand ein Forscherdasein seinen AbschluB, das erfiillt war von 
harmonischer Entwicklung, ein Dasein, dessen Betrachtung der 
Nachwelt zeigen kann, wie tief der wissenschaftliche Erfolg 
bedingt ist von der Struktur der Persénlichkeit. Gerade 
Kossels Leben gibt uns ein Bild der engen Wechselwirkung, 
die zwischen dem objektiven Forschungsergebnisse und dem 
einmaligen seines Menschentums bestehen, wie diese Gegenpole 
sich bedingt haben. Dies kurz zu zeichnen, ist die Aufgabe 
dieser Blatter. 

Die auBeren Lebensumstinde des Dahingegangenen sind 
rasch aufgezihlt. Albrecht Karl Ludwig Martin Leonhard 
Kossel wurde am 16. September 1853 als altester Bruder von 
sieben Geschwistern seinem Vater, dem Kaufmann und preu- 
Bischen Konsul Albrecht Kossel und dessen Frau Clara, geb. 
Jeppe in Rostock geboren. Er besuchte das Gymnasium 
seiner Vaterstadt und bezog 1872 die damals neugegriindete 
Universitit StraSburg, um dort Medizin zu studieren. Eine 
groBe Vorliebe fiir Chemie und Botanik hat der Knabe schon 
im Gymnasium gezeigt und diese war auch wohl mitbestimmend, 
daB der junge Student sich nach StraBburg wandte, um da 
Barys Vorlesungen zu héren. AuBer diesem sind von Kossels 
Lehrern noch Waldeyer, Kundt, Bayer und vor allem 
Hoppe-Seyler zu nennen. Einen Teil der Studienzeit ver- 
brachte er auch an der Heimatuniversitiit Rostock, wo er 1877 
das medizinische Staatsexamen ablegte und im folgenden Jahr 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXVII. 1 
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promoviert wurde. Im Herbst 1877 nahm er in Hoppe- 
Seylers Physiologisch-chemischen Institut eine Assistenten- 
stelle an, die er bis 1883 bekleidete. In StraBburg habilitierte 
er sich 1881 fiir physiologische Chemie und Hygiene. Im 
Jahre 1883 wurde er von E. Du Bois-Reymond als Nach- 
folger von Baumann zum Leiter der chemischen Abteilung 
des Physiologischen Institutes nach Berlin gerufen, hier wurde 
er auch 1887 a. o. Professor. Im April 1895 erfolgte sein Ruf 
nach Marburg und zwar zuerst fiir Hygiene, doch starb damals 
Kiilz und noch vor der Ubersiedlung wurde er auf den er- 
ledigten Lehrstuhl der Physiologie berufen und zum Direktor 
des Physiologischen Institutes ernannt. 

Schon im Jahre 1886 hatte Kossel sich verheiratet. 
Aus dieser Khe mit Luise Holtzmann (+ 1913), der Tochter 
des bekannten Sanskritforschers A. Holtzmann, stammen drei 
Kinder, von denen ein Midchen schon im zarten Alter ge- 
storben ist. In Marburg wirkte er bis zum Frihjahr 1901. 
Er folgte dann dem ehrenvollen Ruf nach Heidelberg auf den 
Lehrstuhl, den Helmholtz innegehabt hatte und der durch 
Kiithnes Scheiden verwaist war. Hier in Heidelberg blieb 
Kossel bis zu seinem Lebensende. Im Jahre 1908/9 fihrte 
er als Prorektor die Geschafte der Universitit. 1910 wurde 
ihm die héchste Auszeichnung der wissenschaftlichen Welt, 
der Nobelpreis fiir Medizin fiir seine Forschungen iiber die 
Chemie des Zellkerns verliehen. Seit 1907 fihrte er den Titel 
eines Geheimen Rates. Im Jahre 1911 folgte er einer Einladung 
nach Amerika durch die John-Hopkins Universitat und hielt 
in zahlreichen Stadten der Vereinigten Staaten Vortrige. Die 
Universitaiten Cambridge, Dublin, Genf, Greifswald, St. Andrews 
und Edinburgh ernannten ihn zum Ehrendoktor. Eine Reihe 
von Akademien zahlten ihn zu ihrem Mitgliede; so die kgl. 
schwedische, die von Upsala, die von Turin, Washington, Kopen- 
hagen, Gottingen, Leningrad und Heidelberg, 

Im Jahre 1924 wurde Kossel emeritiert. Das Institut 
fiir KiweiBforschung, das seine Entstehung einer betriichtlichen 
Schenkung des inzwischen verstorbenen Fabrikanten Fritz 
Behringer verdankt und dessen persénlicher Leiter Kossel 
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war, fand im Laboratorium der Heidelberger Medizinischen 
Klinik dank des groBherzigen Entgegenkommens des Direktors 
der Klinik L. v. Krehl ein neues Heim. Hier verbrachte 
Kossel in stiller unermiidlicher Arbeit seine letzten Lebens- 
jahre. Aber auch den Lehrberuf hatte er durch seine Emeri- 
tierung nicht ganz aufgegeben. Die Vorlesung iiber physio- 
logische Chemie hat er bis zu seinem Hinscheiden gehalten. 

Ende Juni 1927 trat ein Anfall von Angina pectoris auf, 
der sich am 4. Juli wiederholte. Am Morgen des 5. Juli ist 
er einem neuerlichen Anfall erlegen. Dies ist das Biographische, 
was iiber das Leben A. Kossels zu sagen ist. Es ist nur 
die Schale eines kostbaren Inhaltes gewesen und diesen Wesens- 
kern kennzeichnet das Wort als ,,edle EKinfalt und stille GréBe“. 

Ruhig ist Kossels Leben verlaufen. Schwere Krisen 
innerlicher und AuBerlicher Natur traten nicht ein. Wohl 
hat ihn der friihzeitige ‘Tod seiner Lebensgefahrtin bedriickt 
und der Weltkrieg und seine Folgen lasteten auf seinem Ge- 
miite; aber dieser Charakter war viel zu ausgeglichen, um der- 
artige StéBe des Schicksals nicht’ zu iiberwinden. Als ihn der 
Verfasser im Jahre 1913 persénlich kennen lernte, ging eine 
stille Schwermut von Kossel aus, da er noch ganz unter dem 
Verluste seiner Fraustand. Aber der groBe Schatz seines Wesens, 
der tiefe Humor hat ihm geholfen diese Jahre zu iiberwinden. 

Der Krieg hat schwer auf seiner Seele gelastet. Weit 
mehr als bei anderen steigerte sich bei ihm das Gefiihl der 
Bedringnis des Vaterlandes durch das BewuBtsein der geistigen 
Vereinsamung. Gerade er, der gewohnt war mit der ganzen 
wissenschaftlichen Welt in Verbindung zu stehen, hat das Ab- 
reiBen aller Verbindungen stiirkstens empfinden miissen. Welt- 
fremd den praktischen Erfordernissen des Alltags gegeniiber- 
stehend, war er den Noten dieser Jahre stirker ausgesetzt, 
als so mancher seines Standes. Und so ferne er jeder poli- 
tischen Betitigung stand, lebte er dennoch diese Zeit in tief- 
sten Sorgen und hatte sich feste Urteile iiber ihre Fragen 
gebildet. So hat Kossel es von Anfang an als schwersten 
Fehler empfunden, daB durch den verschirften Unterseeboot- 
krieg Amerika auf den Plan gerufen wurde. 
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Seine strenge Wahrheitsliebe litt unter all dem Wust von 
Verleumdungen und Liigen, die damals die Welt erfiillten. 
Er wurde z. B. in jenen Jahren hoéheren Ortes aufgefordert, 
die Offentlichkeit zu beruhigen, indem er erkliiren sollte, daB 
die zugeteilten Lebensmittelmengen geniigend waren. Er lehnte 
dieses Ansinnen ab und 4uBerte sich dariiber, daB er wohl 
jederzeit noch das Gewebhr ergreifen, aber dai er niemals Un- 
wahres fiir wahr erkliren wiirde. 

Die Harmonie dieser Seele war zu vollkommen, um sich 
nicht tiber die Widerwirtigkeiten der Zeiten hinwegzusetzen. 
Mit groBer Elastizitit erholte er sich auch rasch wieder und 
die letzten Lebensjahre, die er als Vorstand des Institutes fiir 
HiweiBforschung im Laboratorium der Medizinischen Klinik 
zubrachte, zeitigten eine ungeahnte Nachbliite wissenschaftlicher 
Erfolge. 

Es wire zuviel gesagt, wollte man Kossel als innig ver- 
bunden mit den schénen Kiinsten bezeichnen. Gewif hatte 
er Freude an Musik, auch liebte er die schéne Literatur; aber 
diese Dinge nahmen doch nur einen bescheidenen Raum in 
seiner Seele ein. Sie war zu sehr von der Wissenschaft er- 
fillt, als daB sich eine schéngeistige Veranlagung ganz ent- 
wickelt hitte. Da sie aber vorhanden war, zeigt seine be- 
sondere Vorliebe fiir die Werke seines norddeutschen Lands- 
mannes Fritz Reuter, den er gern mit inniger Fréhlichkeit 
zitierte. 

Pflichtgefiihl kennzeichnete die Lehrtitigkeit Kossels., 
Mit gréBter Sorgfalt wurde seine Vorlesung vorbereitet, so daB 
sie immer den letzten Ergebnissen der Forschung Rechnung 
trug. Kossel war kein geborener Redner. Er sprach 6ffent- 
lich mit sichtlicher Anstrengung. Ein Gefiihl von Bescheiden- 
heit scheint es gewesen zu sein, gegen das er bis in die 
letzten Lebensjahre ankimpfte. Daher ergriff er bei Kon- 
gressen und Disputationen nur ungern das Wort. Es fiigt 
seinem Andenken keinen Schaden zu, wenn man sagt, daB 
seine Vorlesung nur fiir den in vollem Ausmafe genuBreich 
gewesen ist, der tiefer in den Stoff eingedrungen war. Auch 
im Umgang verbarg er sich zunachst lange hinter einem Wal 
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reservierter Freundlichkeit und es bedurfte laingerer Zeit, um 
ihm niher zu kommen. Manchmal aber lief er diesen nach- 
denklichen Ernst fallen und dann strahlte ein kindlicher 
Frohsinn von ihm aus; dann konnte er in bestrickender Weise 
Erlebnisse und Anschauungen zum besten geben. 

In den 14 Jahren fast taglichen Verkehrs hat der Ver- 
fasser ihn nicht einmal unwillig gesehen. Dieses seelische 
Gleichgewicht fordert unbedingte Bewunderung. 

Giite kennzeichnete den Grund seines Charakters. Eine 
gewisse Uninteressiertheit fiir seine Umwelt lag in dem hohen 
MaBe der geistigen Konzentration begriindet, ja man kann 
vielleicht sagen, dafi es ein kindlich naiver Egoismus war, der 
es ihm ermédglichte, den Alltag zu vergessen, ein Korrelat der 
Natur, durch das er befahigt wurde, sich ganz seiner Sendung 
hinzugeben. Die schon den Knaben kennzeichnende Vorliebe 
fiir naturwissenschaftliche Betitigung hat ihn sein Leben lang 
geleitet. Er war noch einer der groben Forscher, die nie den 
intimen persénlichen Kontakt mit dem Substrat verloren 
haben. Die Freude am Experiment kennzeichnet seine Titig- 
keit: ,.Ich will meine Substanzen selbst umkrystallisieren.“ 

Der Spiirsinn, der instinktmiBig auf den richtigen Weg 
leitet, war ihm in hohem Mabe zu eigen. Diese Fahigkeit 
der unmittelbaren Naturbetrachtung, die z. B. einen Liebig, 
Huxley kennzeichnet, sie war ihm gegeben. Sie lieB ihn ge- 
wissermafen spielend oft die gréBten Schwierigkeiten iiber- 
winden. 

Wie Albrecht Kossels Weltbild gestaltet war, ist dem 
Verfasser unbekannt geblieben. Aufgewachsen in den Jahr- 
zehnten des Triumphs des ,,gasférmigen Wirbeltieres“, ganz 
gefangen von den groBen Erfolgen der naturwissenschaftlichen 
Durchdringung des Weltalls, war dennoch sein Geist sicher 
zu klar und hell, um den Verirrungen seiner Zeit zu folgen. 
Aber der groBe Raum, den die Forschung in seinem Leben 
einnahm, hat in ihm wohl scheinbar alles Metaphysische zuriick- 
gedringt und als einen letzten verehrungswiirdigen Rest be- 
handeln lassen. 

Kin Ubersichtsbild iiber die wissenschaftliche Ernte von 
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Kossels Leben wird einen groBen Gesichtspunkt hervortreten 
lassen: Die Erforschung der Chemie des Zellkerns. 
Wohl hat sich Kossel mit einer Reihe von kleineren Unter- 
suchungen iiber die verschiedenartigsten Fragen beschiftigt. 
Sie sind aber alle nur Nebenresultate, abfallende Splitter ge- 
wesen oder Gelegenheitsuntersuchungen, denen er durchaus 
nicht aus dem Wege ging. 

Die Fundamentaluntersuchungen von F. Hoppe-Seyler 
und Miescher bilden den Ausgangspunkt von Kossels For- 
schungen. Die von Miescher gewollte Ergriindung der Kern- 
substanzen wurde durch Kossels Untersuchungen in vorbild- 
licher Weise durchgefiihrt und die Ergebnisse dieser Arbeit 
bilden heute ein Fundament, auf dem die Wissenschaft vom 
Leben fest begriindet ruht. 

Gleichsam programmatisch trigt eine der ersten Abhand- 
lungen den Titel ,,Zur Chemie des Zelikerns*. Und das letzte, 
was uns der Dahingegangene zu sagen hat, liegt in einer 
Untersuchung iiber die Entwicklungsgeschichte der Protamine 
vor, die von seinem Mitarbeiter Schenk herausgegeben, erst 
nach seinem Tode in dieser Zeitschrift erschienen ist. Ein 
halbes Jahrhundert ununterbrochener Arbeit liegt zwischen 
diesen beiden Abhandlungen. Aus den primitivsten Anschau- 
ungen heraus hat sich harmonisch eine Welt von Begriffen 
gebildet, die mit groBen Ziigen den Rahmen ungeahnter Er- 
kenntnisse bilden werden. Ein klassischer Geist weht uns 
aus dem ganzen entgegen. 

Ks soll diese Darstellung nun nicht alle die zahllosen 
Details in ermiidender Folge aufzihlen, sondern es soll der 
Versuch gemacht werden, die wesentlichsten Punkte kurz zu- 
sammenzufassen. Die ersten Arbeiten aus den Jahren 78 und 
79 sind kleinere Untersuchungen iiber die Wirkung der Dif- 
fusion und iiber die Zusammensetzung der Peptone. Dann 
erscheint im Juni 78 die erste und ein Jahr darauf die zweite 
Arbeit ,,Uber das Nuclein der Hefe“. Es werden darin Ver- 
suche tiber die Zusammensetzung und die Abspaltung von 
Kiweib einerseits, sowie iiber die Bildung von Phosphorsiure, 
Xanthin und Sarkin anderseits beschrieben. Diese Unter- 
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suchungen finden ihre Fortsetzung in der oben schon genannten 
Abhandlung ,,Zur Chemie des Zellkerns“, die 1882 erschienen ist. 

Ks werden darin die Fragen nach dem Vorkommen des 
Phosphors in den Nucleinen, sowie iiberhaupt die Rolle dieser 
Substanzen im Stoffwechsel eingehend erdértert. Diejenigen 
Gewebe, deren Funktion in Ernahrungs- und Neubildungs- 
prozessen besteht, wie Leber und Milz, haben den gréferen 
Nucleingehalt gegeniiber den lokomotorischen Orgauen, wie 
den Muskeln. Auch konnte durch Fiitterungsversuche gezeigt 
werden, daB es sich hier nicht um einen ,,Reservestofi« handelt. 
Es liegt also im Nuclein eine Substanz vor, die nicht zur Er- 
nihrung, sondern zur Neubildung der Gewebe in Beziehung zu 
setzen ist. 

Die nichsten Jahre fihren zur Entdeckung der Histone, 
des Adenins und des Theophyllins, dessen Beziehung zum 
Alloxan und Theobromin geklirt wird. Es fallen in diese 
Zeit auch Forschungen iiber die Phosphatide, die zu der Er- 
kenntnis fiihren, daB das Protagon in Cerebrin und Keratin 
zerlegt werden kann. In den Mitteilungen der PreuBischen 
Akademie vom 9. April 18961) erscheint dann die gréBere Ab- 
handlung: ,Uber die basischen Stoffe des Zellkerns“. Diese 
beiden Arbeiten bilden die grundlegende Untersuchung iiber 
die Protamine. 

Die aus dem Lachs- und Stéhrsperma dargestellten Prot- 
amine, das ,Salmin“ und ,,Sturin“, werden isoliert und einer 
Analyse unterworfen. Diese Analyse fiihrt einerseits zur Ent- 
deckung des als Quecksilbersalz isolierten Histidins, ander- 
seits wird gezeigt, daB das Arginin einen Hauptbaustein der 
Protamine darstellt. Uber die zweite Komponente der Kerne, 
die Nucleinsiuren, bringt dieses Jahr ebenfalls eine hervor- 
ragende Erkenntnis. Ankniipfend an friithere Untersuchungen 
von Altmann’) wird die Nucleinsiure einer Spaltung unter- 
worfen. Dabei werden die Nucleinbasen: Adenin, Guanin, 
Xanthin und Hypoxanthin entdeckt. Die Untersuchung fiihrt 
zur Erkenntnis, daB die erwihnten Nucleinbasen nicht in salz- 





1) Diese Zs. Bd. 22, S. 176 (1896). 
2) Arch. (Anat. u.) Physiol. Bd. 89, S. 525. 
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artiger, sondern organischer Bindung in den Nucleinsduren 
vorliegen, die an sich relativ bestandig sind, die aber als freie 
Siuren, iihnlich den Baumannschen Phenolschwefelsiuren, 
leicht zersetzlich sind. Bei der Hydrolyse der Nucleinsiure 
wurde dann auch Liavulinséure isoliert. Da nun nach 
Tollens Hexvusen bei der Zersetzung mit Séuren Liivulin- 
siure ergeben, so konnten Kossel und Neumann auf das 
Vorkommen von Kohlehydratgruppen in den Nucleinsiuren 
schlieBen. Hier kniipfen nun die bekannten Untersuchungen 
H. Steudels an, der die Spaltung der Nucleinsiiuren quan- 
titativ verfolgte und die im Verein mit den Untersuchungen 
von Feulgen, Thannhauser, Johns, Levenes u. a.m. zu 
einer weitgehenden Klarung dieses Problems gefiihrt haben. 
Mit groBer Stetigkeit entwickeln sich nun in den kom- 
menden Jahren die Anschauungen iiber die Konstitution der 
Protamine, die im Jahre 1898 zur Aufstellung von empirischen 
Formeln fiir diese EiweiBstoffe fiihren. An der Hand von drei 
Beispielen, dem Clupein, Salmin und Sturin werden auf Grund 
der empirischen Formeln und durch Bausteinanalysen schon 
weitgehende Betrachtungen iiber den Bau des Protamin- 
molekiils angestellt. Sie fiihren einerseits noch zu dem irr- 
tiimlichen Resultate, daB die einfachen Monoaminosiuren nicht 
in den Protaminen vorkommen. Kossel fihrte den Verlust 
eines Teils der Spaltprodukte damals noch auf seine mangel- 
hafte Methodik zuriick. Erst in spiateren Untersuchungen 
fiihrte dann gerade dieser scheinbare Fehler der Methode zur 
Erkenntnis, daB auch die einfachen Monoaminosiiuren im 
Protaminmolekiil enthalten sind. In diesen genannten Ab- 
handlungen findet sich auch schon der Versuch einer gene- 
rellen Einteilung der EiweiBkérper, die die Protamine an die 
Spitze stellt, weil sie sich durch ihren Reichtum an ,,Hexon- 
basen“ (Arginin, Histidin und Lysin) vor den andern Gruppen 
auszeichnen. Durch partielle Hydrolyse des Sturins entsteht 
eine Substanz, das ,,Sturon“, das sich nur durch einen Mehr- 
gehalt an Wasser vom Sturin unterscheidet. Dieses ,,Proton“ 
ist dann besonders von Goto untersucht worden. Es leitet 
sich daraus die Erkenntnis ab, daB das Protaminmolekiil durch 
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Zusammentritt einer Anzahl solcher Protonmolekile gebildet 
wird. Wie erwahnt, dachte Kossel urspriinglich, daB die 
Protamine tiberhaupt keine einfachen Monoaminosduren ent- 
halten. 

Die Methodik der EiweiBhydrolyse wurde durch Unter- 
suchungen, die besonders in Gemeinschaft mit F. Kutscher 
ausgefiihrt wurden, ausgebaut. Sie fiihrte zu dem bekannten 
sogenannten ,,Silber—Barytverfahren“: Histidin fallt bei schwach 
alkalischer Reaktion aus, wihrend sich das Lysin aus dem 
Argininfiltrat als Pikrat isolieren laBt. Dadurch war der Weg 
geebnet, der die weitgehendsten Untersuchungen gestattete. 
Gemeinsam mit F. Kutscher, Dakin u.a. konnte nun eine 
systematische Durchforschung unternommen werden. Diese 
ergab, daB eine Reihe von einfachen Aminosduren in den ver- 
schiedenen Protaminen enthalten waren, die sich der Ent- 
deckung in friiheren Jahren entzogen hatten. Gestiitzt auf 
ein umfassendes empirisches Material konnte Kossel dann 
den Nachweis erbringen, daB je 2 Molekiile Hexonbasen auf 
eine Monoaminosiiure im Protamin entfallen. Er konnte all- 
gemeine Protaminformeln aufstellen: so z. B. fiir das Salmin: 

Cs, H,59N,;0,, = 10 Mol. Arginin, 

2 ,, Serin, 

2 ,, Prolin, 

1 ,, Valin 
und andere mehr. Durch eine allgemeinere Schreibweise wurden 
sie von ihm in folgender Art dargestellt. HeiBt a = Arginin, 
h=Histidin, 7=Lysin und m=Monoaminosiiure, so bezeichnet 
man das Clupein, das nur Arginin enthilt, als a, m, das Sturin 
als (ahl),m, da es alle drei Hexonbasen enthilt, usw. 

Seine besondere Aufmerksamkeit schenkte Kossel immer 
dem Arginin und seiner Stellung im Eiwei8molekiil. Unter- 
suchungen, die gemeinsam mit Kennaway, Hiryama und 
WeiB durchgefiihrt wurden, ergaben als SchluBresultat, daB 
diese Aminosiiure nur mit der e-Amino- und Carboxylgruppe 
im Protaminmolekiil verankert ist, wihrend der Guanidinkern 
frei liegt. Kin ahnliches Resultat zeigten auch die Unter- 
suchungen von Hiryama iiber das Histidin beziiglich des 
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Imidazolrestes. Auch fir die dritte Hexonbase, das Lysin, 
konnte Kossel in Gemeinschaft mit Cameron und mit Gaw- 
rilow zeigen, daB héchstwahrscheinlich nur die e-Amino- und 
Carboxylgruppe zur Bindung verwendet werden. 


Diesen Forschungen suchte Kossel einen tieferen biolo- 
logischen Sinn zu geben: die Reaktionsbereitschaft des 
HiweiBmolekils wird durch die exponierte Stellung der typischen 
Reste wiedergegeben. Zum Schreiber dieser Zeilen sprach 
Kossel sich einmal folgendermaBen aus: ,,Ich stelle mir das 
HiweiBmolekiil so vor,.daB es jederzeit auf einen chemischen 
Angriff mit irgendeiner seiner charakteristischen Gruppen ant- 
worten kann. So wie an einem Weinstocke die Trauben 
hiingen, so verfigt das EKiweiBmolekiil iiber eine groBe Zahl 
charakteristischer Gruppen, die Guanidingruppe, den Imidazol- 
rest, den Indolring usw. Werden irgendwelche spezielle 
Kombinationen bendtigt, so liegen sie in angreifbarer Form 
schon da.“ | 

Diese tieferen Zusammenhinge zwischen chemischer Kon- 
stitution und biologischem Sinn waren der Leitstern seines 
ganzen Lebens. Die eigentiimliche Anhiufung von Arginin- 
molekiilen in dem Spermaeiweif einerseits und der Stickstoft- 
reichtum in den Nucleinséiuren anderseits hob er schon 1904 
hervor.) 


Diese Beziehungen zwischen den Alloxurbasen, den Pyr- 
imidinen, dem Arginin und dem Histidin betonte er als grund- 
legend bei der Betrachtung aller derjenigen Prozesse, die sich 
bei der Neubildung organischen Gewebes vollziehen. 


Die schon vorhin genannten Arbeiten von Goto sollten 
die Erkenntnis bringen, wie die Bindung der einzelnen Arginin- 
reste im Protaminmolekiil gestaltet sei. Durch diese Unter- 
suchung suchte er der Frage niherzutreten, ob hier Di- 
arginidgruppen vorkommen und stellte dafiir folgende Méglich- 
keiten auf”): 









1) Berl. klin. Wochenschr. 1904, Nr. 41. 
*) Sitzungsber. der Heidelberger Akademie 1913. 
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a = Arginin m = Monoaminosiure 
I II Ill 
l1.-—-a-a-—m a-—-a- wn a-a-m™ 
2. —-a-—-m—a a-m—a am-s-~m—a 
m 
3. m m 
aa aa aa 


Erst wenn es gelingt, aus dem Molekil noch kleinere 


Komplexe wie: 
a@a—-m, a-—a oder m—m 


herauszuschilen oder gréBere Komplexe wie Polyarginide: 
G—-@2-—-GA"G4—G4 ee 
oder Monoaminosiurepeptide: 
= Tk — 178 = 10 «0s 
zu isolieren, kann die Auflésung der Struktur weitergehen. 
Eine unsymmetrische Struktur, wie z. B. 
G@=—-64-—-4—-¢—2—MR—h— FH . « 
ist (beim Clupein) nicht anzunehmen. | 

Bei der Untersuchung des Salmins durch Gerhardt- 
Nelson?) haben sich nun scheinbar solche Monoaminosiure- 
peptide isolieren lassen. Sie wurden erhalten, indem das 
Salmin einer 2stiindigen Hydrolyse unter Druck ausgesetzt 
worden war. 

Fiir das Clupein kann dieses aber nicht gelten, denn die 
Analyse aller 5 Fraktionen von Proton lieferte auf 2 Molekiile 
Arginin nur je 1 Molekiil einer Monoaminosiure. In dieser 
Hinsicht besteht eine vollkommene Ubereinstimmung mit den 
Ergebnissen der zeitlich spiteren Arbeiten von anderen 
Forschern. 

R. KE. Gross hat in Kossels Laboratorium versucht, den 
Komplex a—a, also ein Diarginid’), zu isolieren. Wiirde 
sich aus dem Proton ein solches Diarginid darstellen lassen, 
dann wire seine Formel: a — a — m gegeben. 

Kossels letzter Assistent, W. Staudt, hat dann im ver- 
gangenen Jahr den endgiiltigen Beweis fiir die Existenz der 
Diarginidbindung liefern kénnen. 


1) Diese Zs. Bd. 105, S. 265 (1919). 
2) Diese Zs. Bd. 120, S. 167 (1922). 
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Aber nicht nur diese rein strukturchemischen Fragen be- 
schaftigten Kossel. In einer Reihe von Untersuchungen gemein- 
sam mit WeiB wurden die optischen Verhaltnisse bei der Alkali- 
einwirkung auf Eiwei® behandelt. Sie fiihrten zu dem wich- 
tigen Ergebnis, daB eine allmahliche Racemisierung der 
Aminosauren eintritt und zwar tritt diese ein, solange die 
Aminosiiuren intraprotein gebunden sind. Sie bilden die Grund- 
lage fiir die ausgedehnten Untersuchungen, die in der Folge 
dann von Dakin, Serensen, Abderhalden und Levene 
angestellt wurden und noch zu wichtigen Folgerungen fihren 
werden. 

Ebenso sind hier die speziellen Untersuchungen iiber das 
Arginin zu nennen, die einerseits zur Entdeckung der Argi- 
nase fiihrten, welche diese Aminoséuren hydrolytisch in Harn- 
stoff und Ornithin zerlegt, eine Arbeit, die ebenfalls gemeinsam 
mit Dakin ausgefiihrt wurde. Anderseits gelang es Kossel, 
ein zweites intermediires Stoffwechselprodukt des Arginins, 
das Agmatin, zu entdecken, das durch Decarboxylierung aus 
dem Arginin hervorgeht. Durch die von ihm durchgefiihrte 
Synthese dieser Verbindung aus Cyanamid und Tetramethylen- 
diamin konnte dann auch die Konstitution bewiesen werden. 

Es sollen auch hier eine Reihe von Arbeiten genannt 
werden, die auf Kossels Anregung von 8. Tamura iiber die 
Chemie der Bakterien ausgefiihrt wurden und die das wichtige 
Resultat ergaben, daB auch diese alle normalen Protoplasma- 
bausteine enthalten. Auch stammt von Kossel die Unter- 
scheidung von ,,primiren“ und ,,sekundiren“ Zellbausteinen. 
Die ersteren finden sich in allen lebenden Zellen sowohl 
pflanzlicher als tierischer Natur. Aus ihnen werden im Stoff- 
wechsel die sekundiiren Zellbausteine gebildet, die je nach dem 
Organismus verschieden sein kénnen. 

So brauchbar sich das Silberbarytverfahren bei allen 
diesen Untersuchungen erwiesen hatte, so war es doch eine 
Methode, die iuBerst umstiindlich zu handhaben war. Als nun 
auBerdem in den Jahren der Inflation die Beschaffung des 
Silbers auf immer gréBere Schwierigkeiten stieB, zeigte sich 
Kossels Talent als Experimentator durch einen genialen Griff. 
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Durch die Vermittlung der Badischen Anilinfabrik wurde ihm 
eine gréBere Anzahl von aromatischen Nitroverbindungen zur 
Verfiigung gestellt. Mit dem eigentiimlichen Spiirsinne des 
Forschers wihlte er einige davon aus und hatte das Gliick, 
das ideale Argininfallungsmittel in der Dinitronaphtholsulfo- 
siure, von ihm .,Flaviansiure‘’ genannt, zu finden. Die un- 
gemeine Vereinfachung der EiweiBanalysen, die dadurch ge- 
wonnen wurde, erméglichte es dem greisen Forscher, noch in 
den letzten Jahren seines Lebens gemeinsam mit seinen Mit- 
arbeitern, dem leider zu friih verschiedenen W. Staudt und 
mit EK. G. Schenk eine Reihe von Untersuchungen durch- 
zufiihren, die gewissermaBen den AbschluB einer ganzen 
Forschungsepoche darstellen. 

Immer war es Kossels Wunsch gewesen, die Ergebnisse 
seiner deskriptiven, konstitutionschemischen Arbeiten mit dem 
biologischen Sinn in Ubereinstimmung zu bringen, den groBen 
Schritt zu tun, vom Statischen auf das Dynamische iiber- 
zulenken. Diesem Gedanken entspricht auch die Einteilung 
der Kerne in ,,dissoziierte* und ,nicht dissoziierte*. Die 
ersteren liegen in den Spermatozoen und in den Kernen der 
Thymusdriise vor: sie enthalten den sauren Bestandteil, die 
Nucleinsiure und das Protamin nur in lockerer, salzartiger 
Bindung, wihrend in den letzteren die beiden .,Antagonisten“ 
(Kossels Privatmitteilung an den Verf.) in fester Bindung 
stehen, wie z. B. in den Kernen der Muskelzellen. 

Durch die grundlegenden Untersuchungen iiber die Heran- 
reifung der Spermatozoen der Fische, namentlich mit J. Wei8 
ausgefiihrt, wurde gezeigt, daB beim Heranreifen der Sperma- 
tozoen eine Auslese von Bausteinen im EiweiBmolekiil statt- 
findet, indem die Monoaminosiiuren der Muskulatur verbrannt 
werden und die Hexonbasen fiir den Aufbau der Protamine 
Verwendung finden. Durch Erfassen der quantitativen Ver- 
hiltnisse dieses Stoffwechselvorgangs konnte auch gezeigt 
werden, daB die in der Rumpfmuskulatur des Lachses vor- 
handene Menge von Hexonbasen villig geniigt, um das Protamin 
der reifen Testikel zu bilden. 

Anderseits konnte Kossel gemeinsam mit Dakin aus 
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Karpfensperma ein Protamin darstellen, das im Gegensatz zu 
andern Protaminen nur 50°/, Hexonbasenstickstoff enthielt. 
Diese und noch eine Reihe von weiteren Beobachtungen lieBen 
den Gedanken heranreifen, daB je nach dem Entwicklungs- 
zustand des Tieres, welches untersucht wurde, die Eiweif- 
kérper der Testikel sich in einem verschiedenen Reifezustand 
befinden miissen. In der schon genannten Arbeit mit Schenk 
liegt nun tatsichlich — an einem ungemein ausgedehnten 
Untersuchungsmaterial erhirtet — die Bestitigung dieser An- 
schauung vor. Sie ist eine Entwicklungsgeschichte der Protamine 
des Karpfen- und Heringsspermas. 

Es wurden die Testikel in verschiedenen Reifungsstadien 
untersucht. Die Protamine werden je nach ihrem Gehalt an 
Hexonbasen in Mono-, Di- und Triprotamine eingeteilt, da- 
neben rangieren die Histone und endlich gesellen sich nun 
noch die von K. Felix gefundenen ,,basischen Peptone“ dazu. 
Kossel konnte nun zeigen, daB bei der Heranreifung der 
Protamine hier eine Entwicklungsreihe vom basischen Pepton 
iiber das Histon zum Protamin vor sich geht, also eine 
chemische Transformation der gesamten Eiweib- 
bestandteile des Spermatozoens. 

Mit diesem gewaltigen Akkord schlieBt die Symphonie 
dieses Lebenswerkes. 

Eine Woche vor seinem Tode vollendete Kossel das 
Manuskript seiner Monographie iiber die Protamine. Sie wird 
in der sorgfaltigen Form, die dem Verstorbenen eigen war, 
alle die hier angedeuteten Probleme und Forschungen aus- 
fihrlich darstellen und es wire ein unniitzes Beginnen, dies 
hier in breiterer Form zu versuchen, da doch der Meister 
selbst das SchluBwort sprechen soll. 

Mége der stille klare Geist, der aus seinen Werken haucht, 
der Wissenschaft zum Segen werden. 


Heidelberg im April 1928. 
































Zur Kenntnis der Eisenporphyratine. 


(Fortsetzung der Untersuchung.) 


Uber die umkehrbare Seitenkettenreaktion der Hamatine und 
das Verhalten des Hamins und der Hamatine gegen Sauren. 
Darstellung der Hamaterinsaure aus Hamin und organischen 
Sauren. 
Von * 
0. Schumm und E. Mertens, 


‘Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Hamburgischen Universitat, 
Eppendorfer Krankenhaus. 


oO 
/ 


Der Redaktion zugegangen am 12. Februar 1 


Hamatin, die natiirliche Eisenkomplexverbindung der 
Himaterinsiure, laBt sich, wie wir kiirzlich haben zeigen 
kénnen?), durch einen aus vier Einzelreaktionen bestehenden 
KreisprozeB, die sogenannte Umkehrreaktion, iiber den Dimeth- 
oxyhimindimethylester*), Himatoporphyrin (Nencki) und Ha- 
materinsiure in die Eisenkomplexverbindung der Hamaterin- 
siiure, also in den Ausgangskérper Hamatin, zuriickverwandeln. 

Wir haben die Umkehrreaktion inzwischen oft und an 
gréBeren Materialmengen durchgefiihrt und den in seinen ein- 
zelnen Phasen bereits eingehend beschriebenen Verlauf aus- 
nahmslos bestitigen kinnen. Den bei der Abs&ttigungsreaktion 
‘Phase I) aus Hiamatin oder Schalfejew-Hamin enstehenden 
Koérper haben wir wiederholt auch in krystallisierter Form 
dargestellt und seine Identitat mit der Eisenkomplexverbindung 





1) Vgl. Diese Zs. Bd. 170, S. 1 (1927). 

*) a. a. O. S. 6; vgl. auch Bd. 170, S. 161 (1927). 

‘) Von uns gewahlter kiirzerer Name fiir ,,.Eisenkomplexverbindung 
des Dimethylesters des Himatoporphyrindimethylathers“. 
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der zuerst von W. Kiister auf ganz anderem Wege dar- 
gestellten Tetramethylverbindung des Himatoporphyrins (vgl. 
FuBnote 3) auch durch die chemische Analyse erhirtet (vgl. 
S. 23). Ebenso lieB sich bestaitigen, daB die in der dritten 
Phase des Gesamtvorgangs durchzufiihrende Umwandlung des 
Dimethylesters des Hamatoporphyrindimethylaitkers in Hiima- 
terinsiure auch mit Hisessig!) [sehr schnell mit schwach (z. B. 
1°/,) H,SO, enthaltendem Kisessig] gelingt. Wir haben auBer- 
dem gefunden, daB der nach Phase I gebildete Kérper aihnlich 
wie die Kisenverbindung des Himatoporphyrin Nencki auch 
auf kiirzerem Wege, nimlich durch stundenlanges Kochen mit 
Hisessig teilweise in die Ausgangsstufe zuriickverwandelt werden 
kann. — Auf Grund einiger anfangs ausgefiihrter Versuche mit 
Salzsiure hatten wir damals den Eindruck, daB diese Riick- 
verwandlung auch durch lingeres Kochen mit Salzsiure in 
befriedigendem Umfange durchgefiihrt werden kénne.*) In der 
Tat geht der Dimethoxyhimindimethylester hierbei zum _be- 
trichtlichen Teile in eine Art Himatin iiber. Dieses Produkt 
kann aber nicht mit einem der echten Hiimatine identifiziert 
werden, da es gegen Hydrazin—Hisessig viel widerstandsfihiger 
ist. Ein thnliches Verhalten beobachteten wir auch an Ver- 
dauungshimatin, das vor der Behandlung mit Hydrazin—Kis- 
essig der Einwirkung siedender Salzsiure ausgesetzt gewesen 
war.’) Es sei hervorgehoben, daB beide fragliche Produkte 
unter der Kinwirkung 98°/,iger Schwefelsiure im Verlaufe 
einer halben Stunde in reichlicher Menge Porphyrin lieferten. 

Uber das Verfahren der Enteisenung mit Hydrazin-Eisessig wissen 


wir durch seine Urheber‘), da8B es sowohl am Verdauungshimatin und 


*) Vgl. Diese Zs. Bd. 170, S. 10 (1927). 

*) Ich benutze die Gelegenheit, um darauf hinzuweisen, daB in 
meinem Buch ,,Spektrochemische Analyse natiirlicher organischer Farb- 
stoffe‘ auf 8.105 bei der in Kleindruck eingefiigten Beschreibung der 
Umwandlung der Tetramethylverbindung des Hiimatins in Hamatin die 
in Zeile 6 irrtiimlich eingesetzten Worte ,,25°/,iger Salzsiiure’ durch 
» Wisessig’’ ersetzt werden miissen. 

5) Diese Zs. Bd. 170, S. 7, FuBnote ,,2“ (1927). 

4) A. Papendieck u. K. Bonath, Diese Zs. Bd. 144, S. 60 (1925) 
und Bd. 150, S. 261 (1925). 
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6-Himatin, als auch am Hiimin das Eisen in so schonender Weise ab- 
spaltet, daB in guter Ausbeute Hiimaterinsiiure entsteht; durch die 
Untersuchungen von O.Schumm!), da nicht nur die kiinstlich dar- 
gestellten Eisenkomplexverbindungen des Hiimatoporphyrin Nencki und 
seiner Methylverbindungen, des Mesoporphyrins, Koproporphyrins, Ko- 
pratoporphyrins und des Phylloporphyrin-§*) (von Marchlewski), 
sondern auch die Saprohimatine (Himatin, Kopratin und die natiirliche 
Eisenkomplexverbindung des,,Saproporphyrin-D“, ferner Hoppe-Seylers 
Eisessighiimatin (auch nach der Umfillung aus n/10-Kalilauge), endlich 
auch das pflanzliche Hiimatin*) und die aus der pflanzlichen Hiimaterin- 
siiure dargestellte Eisenkomplexverbindung ebenso schonend unter Bildung 
der zugehérigen Porphyrine enteisent werden. — Angesichts dieser recht 
allgemeinen Anwendbarkeit obiger Enteisenungsreaktion glauben wir 
annehmen zu diirfen, daB ein Eisenporphyratin, dem dureh Hydrazin- 
Eisessig das Eisen nicht oder nur auffallend langsam und unvollkommen 
entzogen wird, sich in seinem Bau von den bekannten Eisenporphyra- 
tinen wesentlich unterscheidet. 

Da unseres Wissens bislang kein eisenhaltiges Himatin- 
derivat beschrieben ist, das obiges abweichende Verhalten 
gegen Hydrazin—Hisessig zeigt, haben wir die Erscheinung 
weiter verfolgt und auch andere Kisenporphyratine in die Unter- 
suchung einbezogen. AuBer Salzsiiure und 25°/,iger Schwefel- 
siure haben wir verschiedene organische Siuren _hinsichtlich 
der EKinwirkung auf Eisenporphyratine gepriift und dabei be- 
merkenswerte Unterschiede aufgefunden. Untersucht wurden: 

1. Schalfejew-Himin (aus Pferdeblutkérperchen dargestellt 
und nach dem bekannten Verfahren W. Kiisters um- 
krystallisiert). 

2. Priparate ,,Himatin“, die aus Pferdeblutkérperchen 
durch mehrtigige Verdauung mit Pepsinsalzsiiure dargestellt 
und aus n/10-KOH mit Essigsiure umgefallt worden waren. 

3. Nach v. Zeyneks Vorschrift aus krystallisiertem Pferde- 
Oxyhimoglobin dargestelltes Verdauungshimatin, das nicht 
nachtriiglich aus Kalilauge umgefallt wurde, also ein ,,«-Hii- 
matin“. 





1) Diese Zs. Bd. 144, S. 273, FuBnote ,,1% (1925); ferner Bd. 170, 
S. 7 (1927); Bd. 149, S. 4 (1925); Bd. 147, S, 221 (1925); Bd. 169, S. 54 
(1927). 
*) Diese Zs, Bd. 154, 8. 179 (1926). 
5) Diese Zs. Bd. 154, S. 172 (1926) und Bd. 170, S. 1 (1927). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol, Chemie. CLX XVII. 2 
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4. Aus frischem, krystallisiertem Pferde-Oxyhimoglobin 
durch Behandlung mit Eisessig bei Zimmertemperatur ab- 
gespaltenes und mit Ather geléstes und daraus abgeschiedenes 
Hiimatin (,,Kisessig—Hamatin“). 

5. Aus umkrystallisiertem Schalfejew-Haimin durch Behandeln 
mit n/20-Kalilauge bei Zimmertemperatur dargestelltes, mit Essig- 
siure abgeschiedenes Himatin (=f-Hamatin nach W. Kiister). 

6. Aus umkrystallisiertem Schalfejew-Hamin durch Behandeln 
mit Anilin bei Zimmertemperatur dargestelltes und mit Essig- 
siure abgeschiedenes Himatin (=«-Haimatin nach W. Kiister). 

7. Die kiinstlich (nach Zaleskis Verfahren) aus Hima- 
terinsiure dargestellte Kisenkomplexverbindung der a) Hima- 
terinsiiure aus Blut, b) Hamaterinsiure aus Hafersamen. 

8. Die nach Zaleskis Verfahren dargestellte Eisenkomplex- 
verbindung krystallisierter Praparate von Himatoporphyrin 
Nencki.}) 

Zur Feststellung einer unter der Saéurewirkung etwa ein- 
tretenden Verinderung der eingesetzten Priparate priiften wir 
den nicht enteisenten Anteil hinterher namentlich auf sein 
Verhalten bei der Pyridin—,,Himochromogenprobe“ und der 
Enteisenungsreaktion mit Hydrazin—Kisessig. Mit der Pyridin— 
,, Himochromogenprobe“ lassen sich, wie O. Schumm an vielen 
Beispielen hat zeigen kénnen, gewisse Anderungen am Himatin- 
molekiil, die anscheinend nur die Seitenketten betreffen, wahr- 
nehmen, selbst wenn nur der kleinere Bruchteil der ein- 
gesetzten Substanz die fragliche Veriinderung erlitten hat. 

Das Verhalten des Himatins und Himins gegen Sauren ist be- 
kanntlich schon von F. Hoppe-Seyler?) untersucht worden. Er ge- 
wann daraus sowohl durch konzentrierte Schwefelsiure als auch dureh 
Gemische yon Siuren mit Alkohol und reduzierenden Stoffen den als 
Hiimatoporphyrin bezeichneten Farbstoff, dessen elementare Zusammen- 
setzung von ihm zu C,,H,,N,0,, angegeben wird. Nach Hoppe-Seyler 
hat das Hiimatoporphyrin trocken einen schén violetten Glanz, ist in 





1) Es wurde sorgfiltig darauf geachtet, daB die Priparate nicht 
durch Himaterinsiiure verunreinigt waren [vgl. O. Schumm, Diese Zs. 
Bd. 170, S. 11 (1927). 

*) F. Hoppe-Seyler, Physiologische Chemie, Berlin bei August 
Hirschwald, 8, 396 (1881)]. 
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sehr diinnen Schichten mit griinlicher Firbung durchsichtig, sowohl in 
saurer wie in alkalischer Lésung schén purpurrot. Diese Angaben’) 
beweisen nebenbei eindeutig, daB das von ihm dargestellte Hiamato- 
porphyrin nicht das lediglich enteisente Hiimatin, die Himaterinsdure 
war, die in alkalischer Lésung gelb gefiirbt ist und nach A. Papendieck 
die Zusammensetzung C,,H,,N,0,?) hat. 

Hoppe-Seyler gibt an, daB dem im allgemeinen sehr wider- 
standsfihigen Hiimatin (auBer durch konzentrierte Schwefelsiiure) durch 
krhitzen mit rauchender Salzsiiure auf 160° das Eisen entzogen und 
,,Uamatoporphyrin“ gebildet werde. Nach einer Angabe auf der folgenden 
Seite desselben Buches (S. 397) hiilt er es fiir wahrscheinlich, da8 bei 
dieser Zersetzung des Hiimatins ein von ihm als Himatolin bezeichneter 
Korper entstehe, der die Zusammensetzung C,,H,,N,0, habe und schon 
bei der Behandlung von Himatin mit Schwefelsiiure als Nekenprodukt 
erhalten worden war, 

Cazeneuve’) fand, daB sich aus Himatin durch Behandlung mit 
konzentrierter Salzsiiure bei 100—150° das Eisen teilweise abspalten 
li8t. W. Kiister‘) hat diesen Befund bestiitigt und zum Ausgangspunkt 
einer eingehenden Untersuchung iiber das Verhalten des Himatins gegen 
Sduren gemacht. Beim Erhitzen yon Himatin und Himin mit Salzsiure 
von verschiedener Stiirke bei 180—150° beobachtete er zwar eine mehr 
oder weniger umfangreiche Eisenabspaltung, aber nur sehr geringe 
Himatoporphyrinbildung; vielmehr entstand in reichlicher Menge ein 
Produkt, das gleich Hoppe-Seylers Himatolin in Alkali unléslich 
war. Himin zeigte sich gegen Siuren im allgemeinen bestiindiger als 
Himatin, freilich nicht gegen Schwefelsiure. 

Besondere Erwihnung verdient die Tatsache, daB W. Kiister beim 
Erhitzen von Himatin mit wiBriger Oxalsiurelésung unter Druck ein 
von ihm als eisenarm bezeichnetes amorphes Produkt gewann, dessen 
Zusammensetzung offenbar ungefiihr der der Hiimaterinsiure entsprochen 
haben mu8.5) Dieser Befund ist spiter anscheinend niemals in seiner 
vollen Bedeutung erkannt, jedenfalls nicht demgemiéB beachtet worden.®) 

Von weiteren Arbeiten iiber die Spaltung des Himatins durch 
reine Siiuren erwihnen wir noch die Abhandlung yon R. Willstitter 


1) a. a. O. S. 397. 

*) A. Papendieck, Diese Zs. Bd. 150, S. 261 (1925). 

8) Bull. de la soc. chim. Bd. XXVII, S. 488 (1877), zit. nach 
W. Kiister (vgl. FuBnote ,,4“). 

4) Diese Zs. Bd. 66, 8. 165 (1910). 

5) W. Kiister, a.a. QO. §. 181. 

6) W. Kiister selbst sprach allerdings die Vermutung aus, daB 
die eisenfreie organische Muttersubstanz des Haimatins mit Hilfe von 
Oxalsiiure zu erhalten sein werde, und hat mit dieser Voraussage Recht 
gehabt (siehe die folgende Seite). 
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und M. Fischer’) und verweisen im iibrigen auf die zusammenfassende 
Darstellung W. Kiisters.*) 

Unsere Versuche zeigen, daB sowohl organische als auch 
anorganische Siiuren in ganz verschiedener Weise auf die oben 
genannten Eisenporphyratine einwirken. Siedender LKisessig 
erhilt nicht nur die ungesattigten Seitenketten des Himatins, 
sondern verwandelt sogar die starker gesiattigten Seitenketten 
der Kisenkomplexverbindung des Hiamatoporphyrin Nencki 
in die des Himatins um. Wé&Brige Oxalsiiure, Milchsiure und 
reine Ameisensiure* wirken auf jene EKisenporphyratine unter 
den von uns gewahlten Versuchsbedingungen mehr oder weniger 
stark ein, wobei diese in ein Gemisch aus Himaterinsiiure 
und anderem Porphyrin iibergehen. Aus den Rohprodukten 
kann Himaterinsiure nach unseren Verfahren abgeschieden 
werden‘); die Ausbeute an Himaterinsiure ist aber, namentlich 
bei dem Oxalsiiureverfahren nicht grof genug, um es fiir pra- 
parative Zwecke empfehlen zu kénnen.*®) Durch besonders heftige 
Einwirkung zeichnet sich die Brenztraubensiure aus. Unter be- 
stimmten Bedingungen bildet sie aus Himin in guter Ausbeute 
Himaterinsiiure. Da die Reaktion nur wenige Minuten erfordert, 
eignet sich dieses einfachste Verfahren besonders gut als Vor- 
lesungsversuch. Man braucht das Reaktionsprodukt nur 
mit der 10fachen Menge Ather, Anilin oder Pyridin 





1) Diese Zs. Bd. 87, S. 488 (1913). 

*) Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethoden, Abt. I, Teil 8, 
S. 201 und 251 (1922). 

’) DaB aus Himin durch ,,katalytische Zersetzung von Ameisensiure 
mit kolloidalem Palladium“ oder Kochen mit Ameisensiiure unter Zusatz 
von Eisenpulver Hiimaterinsiiure erhalten werden kann, ist bereits von 
H. Fischer angegeben; vgl. Abderhaldens Handbuch d. biol. Arbeits- 
methoden, Abt. I, Teil 11, Heft 2, Liefernng 211, S. 189 (1926). 

*) Wegen der Einzelheiten vgl. man O. Schumm, Spektrochemische 
Analyse natiirlicher organischer Farbstoffe, Jena 1927 bei Gustav Fischer, 
S. 185, 141, 267. 

*) Als Ubungsbeispiel ist die Spaltung mit Oxalsiiure sehr geeignet, 
da man z. b. durch mehrstiindiges Kochen einiger Dezigramme Himin 
mit einem oder mehreren Litern 10°/,iger Oxalsiurelésung eine stark vio- 
lette Lésung erhilt, aus der durch einfaches Ausschiitteln mit Ather nahezu 
reine Hiimaterinséiure abgeschieden werden kann (vgl. S. 25). 
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zu verdiinnen, um das 4streifige Spektrum der Hi- 
materinsdure zeigen zu kénnen. Kinen Rest von Himatin 
erkennt man gegebenenfalls nach Zusatz eines Tropfens Hydrazin- 
hydrat zu der Lésung in Pyridin an dem auf etwa 557 gelegenen 
Hauptstreifen des Himochromogens. Aus der gut gewaschenen 
Atherlésung zieht man das Rohporphyrin mit 12°/ iger Salzsiure 
aus, daraus mit reinem Chloroform, bringt die einmal gewaschene 
Chloroformlésung zur Trockne und reinigt das Porphyrin unter 
Befolgung von R. Willstaitters Prinzip durch Fraktionieren der 
itherischen Liésung mit Salzsiure von 0,2, 0,5 und 3°/,.!) — 
Die fiir die Reaktion mit Brenztraubensiiure vorgeschriebene 
Kochdauer darf nicht erheblich iiberschritten werden, da sonst 
groBe Mengen eines Zersetzungsproduktes entstehen (vgl. S. 28). 


Anm. Ganz abweichend reagiert Brenztraubensiiure, ihnlich auch 
Glyoxylsiure, auf Hiimin bei Gegenwart von viel Anilin. Lést man 
z. B. etwa 50 mg Schalfejew-Himin in 15—20cem Anilin, fiigt gleich 
oder nach dem Aufkochen 10—20 Tropfen Brenztraubensiiure hinzu und 
la8t unter nochmaligem Aufkochen weitere kleine Mengen Brenztrauben- 
siiure einwirken, so entsteht aus Hiimin ein Umwandlungsprodukt, das 
sich spektroskopisch etwa wie die EKisenkomplexverbindung des Hiimato- 
porphyrin Nencki oder des Mesoporphyrins verhalt*), wiihrend Por- 
phyrin nicht nachzuweisen ist. Kine tihnliche, wenn nicht identische 
Umwandlung erleidet das Hiimin, wenn man seine Lésung in viel Anilin 
unter allmihlichem Zusatz von Hydrazinhydrat mehrere Minuten im 
Sieden erhilt. Schon nach kurzem Kochen liefert eine Probe des 
Gemisches in hydrazinhaltigem Pyridin ein Doppelspektrum (Str. la 
etwa 558, Db etwa 548). Nach vollstindiger Umwandlung gibt das Pro- 
dukt in hydrazinhaltigem Pyridin das einheitliche Spektrum I. etwa 
547,5, IL. etwa 518,0, also nahe iibereinstimmend mit der Eisenkomplex- 
verbindung des Mesoporphyrins. — Endlich erhialt man ein spektro- 
skopisch identisches Produkt, wenn man eine Lésung von Himin in 
viel Anilin und gleichviel Eisessig nach Zusatz von reichlich Eisenpulver 
(Ferr. reductum) einige Minuten kocht. — Mit der niiheren Untersuchung 
dieser Reaktionen bin ich noch beschiftigt. (O. Schumm). 


Die der Enteisenung entgangenen Reste des eingesetzten 
Himins oder Himatins zeigten je nach der Art der benutzten 
Siure abweichende Eigenschaften. Das gilt namentlich fir 


1) a, a. O. 
*) Lésung in hydrazinhaltigem Pyridin I. sym., ungefahr 548,0, II. 
viel sehwiacher, etwa 518,0. 
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die anorganischen Siuren (vgl. 8. 28 u.f). Wahrend 25°/ ige 
Schwefelsiure die Himatine in der Siedehitze unter Porphyrin- 
bildung allmihlich enteisent, liefert 25°/,ige Salzsiure noch ein 
besonderes Umwandlungsprodukt, das zwar durch konzentrierte 
Schwefelsiure, nicht aber durch Hydrazin—Eisessig in Porphyrin 
verwandelt werden konnte. Himin erwies sich in Bestitigung 
der Angaben W. Kiisters gegeniiber 25°/,iger Salzsiure als 
sehr viel widerstandsfihiger, blieb jedoch bei stundenlangem 
Kochen ebenfalls nicht ganz unversehrt. Von allen Himatinen 
war das Hisessighimatin (s. 8.18) gegeniiber Salzsiure am 
widerstandsfihigsten. Wenngleich das auf 8.17 unter ,,2* 
genannte Verdauungshiimatin auffallend leicht angegrifien wurde, 
so gentigte doch auch bei dem widerstandsfaihigeren 3-Himatin 
einmaliges Aufkochen mit Salzsiure, um es in der ibr eigen- 
tiimlichen Weise zu veriindern (vgl. S. 28). — Die Identitit des 
mit Hydrazin—Eisessig euteisenten pflanzlichen Hiimatins mit der 
Himaterinsiure aus Blut lieB sich bei dieser Gelegenheit weiter 
erharten, indem die nach Zalekis Verfahren dargestellte Kisen- 
komplexverbindung der pflanzlichen Hamaterinsiiure durch Be- 
handeln mit wiiBriger Oxalsiiurelésung bzw. 25°/,iger Salzsiure 
in derselben Weise umgewandelt werden konnte wie 3-Himatin. 


Versuchsteil. 

A. Darstellung von Dimethoxyhimindimethylester.') 

3g Schalfejew-Himin (nach W. Kiisters Verfahren um- 
krystallisiert) werden mit 1500ccm 1°/, HCl enthaltendem Methyl- 
alkohol auf dem Wasserbade am RiickfluBkiihler so lange ge- 
kocht, bis eine iiber Chloroform abgeschiedene Probe in 
hydrazinhaltigem Pyridin das Spektrum des Dimethoxyhimin- 
dimethylesters ohne Vorschatten zeigt (I. symm., etwa 548.2: 
II. 518,0). Die Flissigkeit wird filtriert, das Filtrat mit dem 
gleichen Volumen absolutem Chloroform gemischt, 2mal mit 
Wasser gewaschen, filtriert und verdampft, der Riickstand mit 
150 ccm siedendem Methylalkohol auigenommen, heiB filtriert, 





1) Vgl. Diese Zs. Bd. 168, 8S. 1 (1927), Bd. 170, S. 6 und S, 161 (1927); 
wegen der ilteren Darstellungsmethoden W. Kiisters vgl. Diese Zs. 
Bd. 94, 8. 185 (1915), Bd. 183, S. 127 (1924). 
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das Filtrat mit 200 ccm 1°/,iger waBriger Salzsiure gefillt 
und vom abgesetzten Niederschlag abfiltriert. Das Filtrat 
enthalt den als Nebenprodukt entstandenen Porphyrinester. 
Der Niederschlag wird mit Wasser saiurefrei gewaschen, zwischen 
FlieBpapier getrocknet, mit 50 ccm Methylalkohol angerieben, 
aufgekocht, filtriert, abgekiihlt und mit einem Gemisch aus 
25 ccm Methylalkohol und 2 ccm 25°), iger Salzsiure versetzt. 
Etwa noch beigemengtes unveraindertes Himatin scheidet sich 
bei 1 tagigem Stehen aus und wird abfiltriert. Die methylalkoho- 


-lische Lésung scheidet bei mehrtigigem Stehen in der Kilte 


Krystalle von Dimethoxyhimindimethylester aus. Sie werden 
abgesogen, zunichst mit 1 °/ /.1ger waBriger Salzséure, dann mit 
Wasser siurefrei gewaschen, im Vakuum iiber Atzkali ge- 
trocknet und danach aus schwach HCl-haltigem Methylalkoho! 
(wie oben) umkrystallisiert. 


5,029 mg Substanz gaben 11,250 mg COQ,, 2.56 mg H,O, 0,550 mg 
Fe,0,. | . 

3,920 mg Substanz gaben 8,790 mg CO,, 2,13 mg H,O, 0,413 mg 
Fe,Q,. 


5,919 mg Substanz gaben 0,393 eem N (20°, 761 mm). 
4,254 mg : » 0,282 eem N (20°, 761 mm). 
4,923 mg - 5, 0,328 eem N (20°, 761 mm). 
4,248 mg ‘s » 4,900 mg AgJ. 
3,403 mg ' » 4,142 mg AgJ. 
3,512 mg » 4,221 mg AgJ. 
12,360 mg 1,305 mg Asche (Fe,Q,). 
14,785 mg 1,589 mg 
0,1006 g - erf. 13,24 cem n 100- KMn0, " 
0,0980 g - 13,40 cem 
C;,H;,N,FeCl- OCH,,. (COO-CH,),') Mol.-Gew. 743,88 
Ber. C 61,33°, H 5.96%, N 7.53%, Fe 751°, OCH, 16.68° 
Gef. I. ,, 61,01 5,70 7.59 7.65 » 15,24 
i a op SE 6,08 75% 7.37 16,09 
IIL. — —_ 7,63 7,35 15,38 
lV. — — —— 7.63 — 


B. Das Verhalten des Hamins und der Hamatine 
gegen Sauren. 
I, Einwirkung von etwa 98° ,iger Essigsiure. 
Die auf 8.17 u. 18 unter ,,1* bis ,.7“ genannten Verbindungen 
wurden je 1 Stunde mit Eisessig am RiickiluBkiithler gekocht. 


1) W illiam Kiisteru. Hugo Bauer, Diese Zs. Bd. 94, 8. 186 (1915) 
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Mit den auf 8. 18 angegebenen Verfahren lieB sich an Hamin 
und den verschiedenen Haimatinen keine Verinderung fest- 
stellen, alle gaben in hydrazinhaltigem Pyridin wie vor der 
Behandlung das normale Haimochromogenspektrum (Haupt- 
streifen, symmetrisch, etwa 557,5, Nebenstreifen etwa 526,5) 
und unter der Einwirkung eines Gemisches aus 2—4 ccm 
Hydrazinhydrat und 100 ccm Eisessig bei 15—20° innerhalb 
24 Stdn. in normaler Ausbeute Himaterinsaiure, — Propion- 
siiure verhilt sich anscheinend ebenso wie Essigsiiure, wenigstens 
wurde aus Schalfejew-Himin und nach V. Zeynek dargestelltem 
Verdauungshimatin bei 1 stiindigem Kochen mit Propionsiure 
keine Porphyrinbildung beobachtet. DaB die Kisenkomplex- 
verbindung des Hiamatoporphyrin Nencki unter der Ein- 
wirkung siedenden Eisessigs allmahlich zu einem groBen Teile 
in Hamatin iibergeht, wurde oben schon erwahnt. 


IJ. Kinwirkung von Ameisensiure. 


A. 100°/,ige Ameisensiiure. 

Untersucht wurden die unter ,1“ bis ,6“ (S. 17 u. 18) 
genannten Praparate. Bei 1 stiindiger Kochdauer bewirkte die 
Amelisensiure in allen Fallen mehr oder weniger reichliche 
Porphyrinbildung. Die abgekithlten Lésungen gaben bei den 
Himatinversuchen oft ohne weiteres ein ziemlich reines Por- 
phyrinspektrum. Nicht in Porphyrin iibergegangene Reste des 
angewandten Kisenporphyratins erwiesen sich doch als ver- 
indert, denn die mit der 10fachen Menge Pyridin gemischte 
Lésung gab dann auBer dem Porphyrinspektrum einen Streifen 
auf etwa 553, wihrend das normale Pyridin—Himochromogen- 
spektrum ihn auf etwa 557,5 zeigt. — Das unter der Ein- 
wirkung der Ameisensiiure entstandene Porphyrin war nicht 
einheitlich. In einigen an Hiimin ausgefiihrten Versuchen 
haben wir das bei 1stiindigem Kochen erhaltene Produkt 
niher untersucht und aus dem Porphyringemisch eins in be- 
triichtlicher Menge abscheiden kénnen, das bei den daran an- 
gestellten spektrochemischen Reaktionen sowie beziiglich der 
Salzsiiurezahl angenihert mit der Hiimaterinsiure iiberein- 
stimmte. 
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5. 25°/,ige Ameisensiiure. 

Ein Versuch an f-Himatin, das 2 Stunden mit 25°/,iger 
Ameisensdure gekocht wurde, ergab, daB nur eine sehr kleine 
Menge Porphyrin entstanden war; der Atherauszug ergab nach 
dem Waschen ziemlich rein das bekannte Spektrum der 
Himaterinsiure. 


Il]. Einwirkung von Oxalsdure. 


Untersucht wurden die unter ,,1“ bis ,6“ (S. 17 u. 18) 
genannten Praparate, ferner die kiinstlich dargestellte Kisen- 
verbindung der tierischen und pflanzlichen Hiamaterinsiure. 
Sie alle wurden von 10°/,iger waBriger Oxalsiurelésung bei 
langerem Kochen allmiahlich unter Bildung von (wenigstens) 
zwei verschiedenen Porphyrinen zersetzt. Reinstes krystalli- 
siertes Schalfejew-Himin wird hierbei ebensogut angegriffen, 
wie die amorphen Himatine; schon nach 1 stiindigem Kochen 
erhilt man sch6én violett-rot gefiirbte Lésungen, die deutlich 
das Porphyrin-Siurespektrum geben. Bei den Versuchen an 
den unter 1, 2, 3 und 5 aufgefiihrten Priparaten wurde noch 
festgestellt, daB die noch nicht in Porphyrin umgewandelten 
Reste der eingesetzten Priparate nachtraglich mit Hydrazin— 
Eisessig enteisent werden konnten. — Die nihere Untersuchung 
der Porphyrine, die beim Kochen von Himin und den Hima- 
tinen mit Oxalsiiurelésung erhalten wurden, ergab zu unserer Uber- 
raschung, daB das Verfahren bedeutende Mengen von Himaterin- 
siiure liefert. Man braucht das Filtrat nur mit Ather aus- 
zuschiitteln, um einen betrachtlichen Teil der entstandenen 
Himaterinsiiure zu gewinnen: die gewaschenen Atherausziige 
geben ohne weiteres fast rein das bezeichnende Spektrum mit 
dem Hauptstreifen I. auf ungefahr 631 oder 632. Wird die 
verbliebene wiBrige oxalsaure Porphyrinlésung unter Kiihlung 
mit Kalilauge abgestumpft, so scheidet sich ein Porphyringemisch 
aus, das abfiltriert und mit essigsiurehaltigem Ather gelist 
werden kann. Statt dessen kann man die oxalsaure Lésung auch 
alkalisieren, mit Essigsiiure ansiiuern und mit Ather ausschiitteln. 
Bringt man das Porphyringemisch in 5°),ige Salzsiure, daraus 
mit Natriumacetat in Ather und fraktioniert die essigsiiurefrei 
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gewaschene itherische Lésung mit a) 0,1—0,2°/,iger, b) 2- bis 
3°/,iger Salzsiure, so kann man aus der Fraktion ,,b“ eine 
weitere Menge Himaterinsiure gewinnen. Wir bringen sie 
zuletzt aus 10—12°/,iger Salzsiure in absolutes Chloroform, aus 
dem man sie entweder nach dem Vorgange von Papendieck 
und Bonath als Hydrochlorid oder auf andere Weise (Aus- 
schiitteln mit Kaliwasser oder Eindampfen zur Trockne o. a.) 
isoheren kann. — Wir haben die Spaltung des Himins oft in 
‘der Weise durchgefiihrt, daB wir 1g mit 1 Liter 10 °/ iger 
Oxalsiurelésung mehrere Stunden am Riickflu8kiihler kochten, 
die (violette) Lésung. abfiltrierten und das Ungeléste yon 
neuem mit Oxalsiurelésung kochten, wieder abfiltrierten und 
das Ungeléste noch 1—2mal demselben Verfahren unter- 
warfen. Man kann das Himin so groBenteils in ein Por- 
phyringemisch verwandeln, das reichlich Hamaterin- 
siure enthadlt. Wenngleich in den erzielten oxalsauren 
Lésungen auBer Himaterinsiure bestimmt noch groBe Mengen 
eines zweiten Porphyrins vorhanden sind, so zeigt der nach 
stundenlangem Kochen noch ungeléste Rest des eingesetzten 
Hamins bei der Pyridin—Hiimochromogenprobe und der Reak- 
tion mit Hydrazin—Eisessig im wesentlichen doch noch das 
Verhalten von echtem Himin. Siedende wiBrige Oxal- 
siurelédsung wirkt demnach auf Haémin (und die 
Himatine!) ganz anders ein als Salzsiure (vgl. u.). 

Die nach obigem Verfahren aus Hamin dargestellte Hiima- 
terinsiure zeigte in allen ihren Kigenschaften einschlieBlich 
der nach Willstitters Verfahren bestimmten Salzsiurezah! 
vollkommene Ubereinstimmung mit Priparaten analysenreiner 
Himaterinsiure, die aus Himin nach dem Hydrazin—HKisessig- 
verfahren von Papendieck und Bonath dargestellt worden war. 

Wurde Himin mit einem Gemisch aus 10 Teilen etwa 98 °/,igem 
Alkohol und 1 Teil Oxalsiiure 1 Stunde am RiickfluBkiihler gekocht, so 
entstand nur eine geringe Menge Porphyrin. Seine Anwesenheit konnte 
jedoch mit Sicherheit erkannt werden, indem die Fliissigkeit mit viel 
Ather verdiinnt, mit Wasser entmischt, gewaschen, mit Salzsaure aus- 
geschiittelt und der Auszug mit iiberschiissigem Natriumacetat und 


wenig Ather geschiittelt und dieser gewaschen und spektroskopisch ge- 
priift wurde. Der in der oxalsauren alkoholischen Liésung verbliebene 
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braune Farbstoff zeigte ebenso wie der ungeléste Rest des Himins in 
hydrazinhaltigem Pyridin das normale Spektrum des Himochromogens, 
I. sym. 557,5. 


IV. Einwirkung von Malonsiure, Bernsteinsiure, 
Weinsdure und Citronensiure. 

Keine dieser Sauren zeigte die Kigenschaft, in 10°), iger 
wiBriger Liésung bei 1 stiindigem Kochen Himin oder die unter 
y2* und ,5“ (S.17 u. 18) genannten Haimatine in Porphyrin 
zu verwandeln. Auch sonst schienen die Priparate keine 
eingreifende Verinderung erlitten zu haben. Sie gaben nach- 
dem das Pyridin—Hamochromogenspektrum mit dem Haupt- 
strelfen auf etwa 557,0 und leBen sich mit Hydrazin—Kis- 
essig gut enteisenen. Die Versuche mit obigen Siuren wurden 
deshalb nicht auf andere Eisenporphyratine ausgedehnt. 


V. Einwirkung von Milchsaure?) und Brenztrauben- 
saure. 

Zu diesen Versuchen wurde vorwiegend reines Hiimin 
und das auf 8.18 unter ,5“ genannte ¢-Himatin benutzt. 
Milchsaéure bildet aus beiden in betrachtlicher Menge ither- 
lésliches Porphyrin, dessen Hauptmenge beim Fraktionieren in 
der 2°/,igen HCl-Fraktion' erhalten wurde und in den von uns 
gepriiften Eigenschaften vollkommen mit Himaterinsiéure iiber- 
einstimmte. Der Kérper gab nicht nur die simtlichen spektro- 
chemischen Reaktionen der Himaterinsiure, sondern stimmte 
auch in der Farbe seiner Lésungen vollstandig mit ihr iiber- 
ein; z. B. hatte die Lésung in n/10-Kalilauge die der Hiima- 
terinsiiure eigene gelbe Farbe. Auch in der Willstitter-Salz- 
siiurezahl (etwa 2,0) stimmt das Porphyrin mit der Himaterin- 
siure iiberein. Zur Reinigung haben wir es aus 10—12°), iger 
Salzsiiure mit absolutem Chloroform ausgeschiittelt und in der 
oft beschriebenen Weise isoliert. Die nach Zaleskis Ver- 
fahren aus diesem Porphyrin dargestellte Eisenkomplexver- 
bindung zeigte das Pyridin—Himochromogenspektrum mit dem 
fiir das Hiimin verlangten Ort der Streifen: I. 557,5, Il. 527,0 





1) Etwa 70° ,ig (Marke D.A. 6). 
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und gab die fiir Himin bezeichnende Umkehrreaktion.') Ein 
geringer Gehalt an Himaterinsiure tritt schon auf, wenn Oxy- 
himoglobinkrystalle oder Himin 3/, Stunde mit Milchsiure 
gekocht werden. 

Brenztraubensiure wirkt schon bei einmaligem Aufkochen 
heftig auf die Eisenporphyratine ein. Durch Wahl richtiger 
Versuchsbedingungen lift sich die Kinwirkung derartig regeln, 
dai z. B. aus Schalfejew-Himin grofenteils Hiimaterinsiure 
gebildet wird. 


Enteisenung von Hiimin durch Brenztraubensiure. 


50 mg Hiimin werden im Jenaer Rundkolben von etwa 100 cem 
Inhalt mit etwa 10—20cem Brenztraubensiiure (von Kahlbaum) ge- 
mischt und iiber freier Flamme einmal aufgekocht, nach etwa 1 Minute, 
wenn das Schiiumen nachlif8t, nochmals aufgekocht. Jetzt werden einige 
Tropfen herausgenommen, mit Pyridin verdiinnt und 1 Tropfen Hy draziu- 
hydrat zugesetzt. Erzeugt die Fliissigkeit im Spektrum den Streifen 
des Himochromogens auf etwa 557 im Vergleich mit den Porphyrin- 
streifen noch breit und dunkel, dann kocht man den Kolbeninhalt noch- 
mals auf, 1iBt den Kolben soweit abkiihlen, daB man mit Wasser nach- 
kithlen kann und verarbeitet den Inhalt in bekannter Weise auf Hiima- 
terinsiiure (vgl. S$. 25). Kocht man das Reaktionsgemisch zu lange, so 
entstehen gréBere Mengen eines gelben iitherléslichen Zersetzungs- 
produktes, das keine Himochromogenreaktion mehr gibt. Um die Ent- 
eisenung des Hiimins durch Brenztraubensiure aufzuzeigen, geniigt es, 
einige Krystillchen Himin mit einigen Kubikzentimeter Brenztrauben- 
siure einmal anfzukochen und das erkaltete Produkt stark mit Ather, 
Anilin oder Pyridin zu verdiinnen und zu spektroskopieren, 


VI. Einwirkung wiBriger Salzsiure. 

Die Priparate wurden bei den vergleichenden Versuchen 
je etwa 1 Stunde mit 25°/,iger Salzsiure am RiicktliBkiihler 
gekocht 7), Ungeléstes sogleich abfiltriert und zuniichst mit 
Salzsiure, danach mit Wasser gewaschen. Im _ Verhalten 
der verschiedenen Priiparate gegen kochende Salzsiure er- 





1) Vgl. a. a. O. Bd. 170, S. 1. 

*) Alle Versuche wurden an den Hiimatinen auBerdem mit der Ab- 
iinderung wiederholt, daB zur besseren Verteilung etwas Chloroform 
('/;9>—'/, Vol. der Salzsiiure) zugesetzt und erst spiiter weggekocht wurde. 
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gaben sich auffallende Unterschiede. Schalfejew-Himin lieferte, 
auch wenn es vor der Kochung fein zerrieben war, durchweg 
nur sehr schwach gelb gefirbte Filtrate, die auch bei 6 cm 
Schichtdicke kein deutliches Porphyrinspektrum gaben. Das 
Ungeléste gab noch ziemlich rein das normale Pyridin—Himo- 
chromogenspektrum; der Hauptstreifen auf etwa 557,5 hatte 
nur einen geringen Nachschatten oder wurde um ein geringes 
weiter violettwirts, z. B. 556,5 oder 556,8 gefunden, immerhin 
ein Beweis dafiir, daB Hamin der Salzsiure bei 1 stiindigem 
Kochen nicht vollkommen widersteht. Aus dem Verhalten 
gegen Hydrazin—Eisessig liBt sich schlieBen, daB die Salzsiiure 
eine tiefgreifende oder umfangreiche Einwirkung bei 1 stiindiger 
Kochdauer nicht ausiibt, da das Produkt durch Hydrazin- 
Hisessig gréBtenteils enteisent wurde und dabei in guter Aus- 
beute Himaterinsiure lieferte. 

Die auf 8.17 u. 18 unter ,,2“ bis ,,5“ genannten Himatine 
zeigten unter denselben Bedingungen ein ganz abweichendes 
Verhalten, indem sie ausnahmslos eine Verinderung erlitten, 
die sich ebensosehr durch den eigenartigen Ausfall der 
Spektralprobe mit hydrazinhaltigem Pyridin wie durch die 
groBe Widerstandsfihigkeit gegen Hydrazin—Eisessig bemerk- 
bar machte. An Stelle des symmetrischen Hamochromogen- 
streifens auf 557,5 zeigten alle Praparate einen unsymme- 
trischen bzw. uneinheitlichen Hauptstreifen, dessen Mitte ge- 
wohnlich auf ungefahr 555 oder 554 lag, wihrend das Maximum 
violettwarts der Mitte auf 552, 551,5 oder 551 gefunden wurde. 
Bei der Enteisenungsreaktion mit Hydrazin—Eisessig verhielten 
sich die bei der Salzsiurekochung entstandenen Produkte in- 
sofern nicht iibereinstimmend, als das aus dem KEisessig— 
Hiimatin (friiher auch mit ,,¢-Hiimatin“ identifiziert und so 
bezeichnet) gewonnene dabei immerhin noch in beachtlicher 
Menge enteisent wurde, wihrend die Produkte der iibrigen 
Hiimatine sich dabei als sehr widerstandsfaihig erwiesen. Gegen- 
iiber dem Hamin besteht ein weiterer Unterschied darin, daB 
bei 1 stiindigem Kochen mit Salzsiure aus den Himatinen be- 
deutende Mengen eines porphyrinartigen Farbstofis gebildet 
werden, der aber durchweg nicht oder doch nur in un- 
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bedeutender Menge in das salzsaure Filtrat iiberging.') Die 
Riickstiinde gaben deshalb nach dem Auflésen in hydrazin- 
haltigem Pyridin auBer dem Spektrum der HKisenverbindung 
mehr oder weniger ausgepragt ein Porphyrinspektrum. Da 
sich die bei der Salzsiiurekochung aus mehreren der genannten 
Hiimatine entstehenden Produkte trotz sorgfaltigen Entfernens 
der anhaftenden Siure oder Umfiillens aus n/10-Kalilauge mit 
Kssigsiure gegeniiber Hydrazin—Kisessig wesentlich anders ver- 
hielten als vor der Salzsiurebehandlung, andererseits nach 
dem Verreiben mit konzentrierter Schwefelsiure in 
kurzer Zeit reichliche Menge Porphyrin lieferten, be- 
wirkt die Salzsiurebehandlung offenbar eine chemische Ver- 
inderung, durch die jene, dem Haimin und den iibrigen Kisen- 
porphyratinen eigentiimliche, gegen Hydrazin—Kisessig empfind- 
liche Angriffsstelle verriegelt oder zerstért wird. Die fragliche 
Verbindung ist méglicherweise identisch mit dem bei langem 
Kochen von Himatohimatin?) mit 25°/,iger Salzsiure ent- 
stehenden Umwandlungsprodukt, oder wenigstens analog zu- 
sammengesetzt, da auch dieses viel schwieriger durch Hydrazin— 
Kisessig enteisent wird als Hamatin und die nach dem Ver- 
fahren von Zaleski aus Porphyrinen gewonnenen LEisen- 
komplexverbindungen. — Die eigentiimliche Einwirkung der 
Salzsiiure macht sich nach dem Ergebnis der an den Priparaten 
»2, ,o und ,,5“ angesteliten Versuche in gewissem Umfange 
schon nach einmaligem Aufkochen mit 25°/,iger Salzsiure 
bemerkbar. Am empfindlichsten waren mehrere Priiparate von 
umgefailltem Verdauungshimatin ,,2“ (s. 8.17). Sie gaben schon 
nach 1/,—1'/, stiindigem Kochen mit 25 °/)iger Salzsiure stark 
gefirbte Filtrate. Dabei war das Ungeliéste, abgesehen von 
der Beimengung an ,,Porpbhyrin“ so sehr veriindert, daB es in 
hydrazinhaltigem Pyridin einen ganz unsymmetrischen Haupt- 
streifen mit dem Maximum auf etwa 551,5 gab und bei der 
Behandlung mit Hydrazin—Eisessig keine erhebliche Ausbeute 
an Himaterinsiiure lieferte. Der in diesem Reaktionsprodukt 





‘) Nur bei mehreren der unter ,,2“ (8.17) genannten Priiparate 
ging ziemlich viel Porphyrin in das Filtrat iiber. 
*) Eisenkomplexverbindung des Hiamatoporphyrin Nencki. 
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enthaltene porphyrinartige Farbstoff, der ja wenigstens teilweise 
schon von der Salzsiurekochung her vorhanden war, ldéste 
sich nicht oder kaum in essigsiiurehaltigem Ather, dagegen in 
Pyridin. — Es schien uns sogar, da8 Priparate frisch umgefillten 
Verdauungshimatins ,,2“ (s, 8.17) schon etwas verindert waren, 
wenn sie 1—2 Tage lang mit 25°/,iger Salzsiure gemischt 
bei 15° gestanden hatten. Eine an 5’-Himatin (aus Himin) 
mit Salzsiure verschiedener Stirke durchgefiihrte 
Versuchsreihe ergab, daB das Priaparat bei 1/, stiin- 
digem Kochen merklich schon durch 4—8°/,ige Salz- 
siure, durch 12—15°/,ige sogar schon stark in dem 
oben niher beschriebenen Sinne veraindert wurde. 
Wihrend diese salzsauren Filtrate simtlich kein Porphyrin- 
spektrum erkennen lieben, ergab dasselbe Priparat #-Hiimatin 
nach }/, stiindigem Kochen mit 10°/,iger Oxalsiurelésung 
ein Filtrat, das ein sehr deutliches Porphyrinspektrum lieferte! 
— Endlich gab dasselbe f-Himatin bei 1 stiindigem Kochen 
mit 25 °/, iger Salzsiure eine nur sehr schwach gefirbte Lésung, 
die keinerlei deutliches Porphyrinspektrum erkennen lieB, 
wiihrend das Ungeléste bei der Priifung in Pyridin einen be- 
triichtlichen Gehalt an einem porphyrinartigen Farbstoff aufwies. 

Nachdem wir vor kurzem durch eingehende Untersuchungen 
den Beweis dafiir erbracht haben, daB die aus dem pflanz- 
lichen Himatin von uns gewonnene Himaterinsiure mit der 
Himaterinsiiure aus Blutfarbstoff identisch ist}, durfte erwartet 
werden, daB die nach Zaleskis Verfahren aus der pflanzlichen 
Himaterinsiiure dargestellte Eisenkomplexverbindung unter der 
Einwirkung siedender Salzsiure dieselbe eigenartige Umwand- 
lung erfahren wiirde, wie die verschiedenen aus Blut ge- 
wonnenen Himatine und die aus Blut-Himaterinsiiure dar- 
gestellte Kisenkomplexverbindung. Der Versuch bestitigte 
unsere Annahme. Die aus krystallisierter Hafer- Hiimaterinsiure *) 
dargestellte Kisenverbindung lieferte bei 1 stiindiger Einwirkung 
siedender 25°/,iger Salzsiure ein Produkt, das sich bei den 





1) Diese Zs. Bd. 170, S. 1 (1927). 
*) Darstellung und Analysen: Diese Zs. Bd. 170, S. 1 (1927). 
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daran angestellten Proben wie das unter denselben Bedingungen 
aus $-Hiimatin entstehende Umwandlungsprodukt verhielt. Uber- 
einstimmendes Verhalten zeigten die Kisenkomplexverbindungen 
tierischer und pfanzlicher Hamaterinsiure ebenfalls bei der 
Behandlung mit siedender 10°/,iger Oxalsiiurelésung, indem 
aus den dabei entstehenden Enteisenungsprodukten in beiden 
Fallen Hamaterinsiure abgeschieden werden konnte. 


VII. Einwirkung 25°/,iger Schwefelsiure. 

Untersucht wurden die unter ,,1‘ bis ,,5“ (S.17 u. 18) auf- 
gefiihrten Priiparate. Bei allen wurde durch 1 stiindiges Kochen 
mit 25°/,iger Schwefelsiure am RiickfluBkiihler umfangreiche 
Porphyrinbildung erzielt; die Filtrate waren je nach den 
Mengenverhiltnissen mehr oder weniger stark braun gefirbt 
und gaben stets deutliches Porphyrin-Saiurespektrum. In allen 
Fallen war der gréBere Teil des eingesetzten Priparates in 
Lésung gegangen. Das Ungeldste lieB sich ziemlich leicht 
durch Auswaschen von anhaftendem Porphyrin befreien. Der 
porphyrinfreie Riickstand verhielt sich verschieden. War krystalli- 
siertes Himin angewandt, so gab er das normale Hiaimo- 
chromogenspektrum: Der Hauptstreifen wurde bei mehreren 
Versuchen zu 557,2, 556,9 oder 557,4 bestimmt; wenn /-Hi- 
matin angewandt war: Hauptstreifen 555,0, also zweifellos 
verandert; wenn Zeyneks Himatin: I. unsymm., Max. etwa 
557,0, Mitte 555,0, also auch veraindert. Er lie8 sich aber 
mit Hydrazin—Hisessig in allen Fillen, wenigstens zum be- 
trichtlichen Teile, enteisenen, zeigte also nicht eine derartige 
Widerstandsfihigkeit, wie das aus umgefilltem Verdauungs- 
himatin oder #’-Hiimatin durch liingeres Kochen mit 25 °/,iger 
Salzsiure entstehende unbekannte Umwandlungsprodukt. 


Zusammenfassung. 

1. Die kiirzlich beschriebene umkehrbare Seitenketten- 
reaktion des e@-Hiimatins wird bestiitigt und der Verlauf ihrer 
4 Ginge ebenso am (-Himatin und Hiamin erwiesen. Die 
Umwandlung des enteisenten Dimethoxyhimindimethylesters in 
Hiimaterinsiure (= Phase III) wird entweder durch kochende 
Salzsiiure oder schneller durch schwach schwefelsiurehaltigen 
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Kisessig bewirkt. — Der von uns aus dem Ergebnis der spek- 
trochemischen Analyse seinerzeit gezogene Schlub, daB die 
ungesittigten Seitenketten des Himins bei stundenlangem 
Kochen mit schwach (etwa 1°/.) HCl enthaltendem Methyl- 
alkohol teilweise (d. h. bis zur Himatoporphyrin-Stufe) abgesattigt 
werden, wird durch das Ergebnis der Elementaranalyse voll- 
kommen bestitigt. Die beiunserem Verfahren entstehende 
Hisenverbindung ist die Tetramethylverbindung der 
Kisenkomplexverbindung des Himatoporphyrin-Nencki 
(Dimethoxyhimindimethylester). — Die Umkehrreaktion kann 
mit ahnlichem Endergebnis auf 2 Phasen abgekiirzt werden, 
indem das Produkt der Phase | (Dimethoxyhimindimethylester) 
durch stundenlanges Kochen mit Ejisessig in die Himatin- 
stufe zuriickverwandelt wird. — Durch Kochen mit Salz- 
siure werden Dimethoxyhimindimethylester und die Eisen- 
komplexverbindung des Himatoporpbyrin Nencki in einen 
himatinartigen Koérper verwandelt, der vorlaufig besonders 
durch seine gréBere Widerstandsfahigkeit gegen Hydrazin— 
Hisessig vom echten Haimatin unterschieden und so aufgefunden 
werden konnte. Ein gleicher oder analoger Kérper wird durch 
kochende Salzsiure auch aus dem Himatin gebildet, aus 
Hiimin nur bei sehr langem Kochen. 

2. In der Einwirkung kochender Saéuren auf Hamin (und 
die Himatine) bestehen groBe Unterschiede nicht nur zwischen 
25 °/ iger Schwefelsiure und Salzsiure, sondern auch zwischen 
den verschiedenen Arten organischer Siuren. LEisessig, Oxal- 
siure (10°/,ig), Milchsiiure (etwa 70°/,ig), Brenztraubensiure 
zeigen je ein nahezu spezifisches Verhalten. LHisessig erhalt 
die urspriingliche Struktur; Oxalsiiure bildet zwei verschiedene 
Porphyrine, darunter Himaterinsiure; Milchsiiure bildet vor- 
wiegend Hiimaterinsiiure; Brenztraubensiure zeigt ihre chemische 
Eigenart, indem sie einerseits reines Hiimin fuBerst leicht 
unter Porphyrinbildung enteisent, andererseits in Anilin ge- 
léstes Himin zwar in bestimmter Weise veriindert, das Eisen 
aber nicht abspaltet. 

Die Hiimatine unterscheiden sich teilweise durch ihre ver- 
schiedene Widerstandsfiihigkeit gegen kochende Salzsiure. 
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Uber die Bildung 
der organischen Basen bei der Entwicklung des Kies. 
Von 
Yasuo Nakamura. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut in Nagasaki.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Mai 1928.) 


I. Uber das Verhalten des im Hiihnerei vorhandenen 
Reststickstoffes bei der Bebritung. 


Trotz der groBen Fortschritte der letzten Jahrzehnte in 
der allgemeinen Toxikologie klaffen noch zahlreiche Liicken bei 
unserer Kenntnis iiber die Schwangerschaftstoxikose. Es besteht 
gewiB kein Zweifel mehr daran, daf die akuten Vergiftungs- 
erscheinungen bei gewissen Formen yon Schwangerschafts- 
toxikose auf die Bildung toxischer Stoffwechselprodukte des 
wachsenden Embryos zuriickzufiihren sind. 

Da& Anderungen in der Menge oder im Verhiiltnis der 
biogenen Amine bei physiologischen und pathologischen Prozessen 
eine groBe Bedeutung besitzen, ist schon in den Arbeiten von 
mehreren Autoren deutlich zutage getreten. Wenn es hier gelingt, 
durch bestimmte biogene Amine ein gleiches Symptom zu erzeugen, 
wie bei Schwangerschaftstoxikose, wenn es ferner gelingt, aus 
dem Kmbryo bei verschiedenen Schwangerschaftsperioden ein 
toxisches oder ein an sich ungiftiges aber leicht in Gift zu 
verwandelndes Amin zu isolieren, so kann eine engere kausale 
Beziehung zwischen biogenen Aminen und Schwangerschafts- 
toxikosen nicht mehr bestritten werden. 

In der Absicht, die verschiedenen denkbaren Amine aus 
dem wachsenden IHmbryo aufzufinden und zu charakterisieren, 
habe ich zuerst im AnschluB an bereits mitgeteilte Beobach- 
tungen von Tomita?!) den Versuch unternommen, die Rest- 





1) M. Tomita, Biochem. Zs. Bd. 116, 8. 12 (1921). 
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stickstofformen im sich entwickelnden Hiihnerembryo weiter 
zu verfolgen., 

Im vollkommenen Einklang mit seinem Ergebnis habe ich 
zuerst festgestellt, da& die im Dotter vorhandenen Reststick- 
stofformen sich wihrend der Bebriitung mit fortschreitender 
Entwicklung des Embryos bis zur 19tiigigen Bebriitung ver- 
mehren. 

Weitere Untersuchung ergab, da8 im Hiihnerembryo die 
Restsiickstoffmenge und zwar die der durch Phosphorwolfram- 
siiure fallbaren Stoffe bei der Bebriitung eine erhebliche Zu- 
nahme erfihrt. 

Als Untersuchungsmaterial verwendete ich bebriitete Eier, die 
9 Tage, 14 Tage, 17 Tage und 19 Tage alt waren. 

Dotter sowie Embryo wurden sorgsam getrennt, der Dotter sofort, 
der Embryo erst nach der Zerkleinerung mit dem 5fachen Volumen 
Wasser durchgeriihrt und unter Zusatz von Essigsiure bis zur schwach 
sauren Reaktion im Sieden koaguliert. Dem eingeengten Filtrat wurde 
jetzt so lange 20°/,ige Gerbsiiurelésung hinzugefiigt, als noch ein Nieder- 
schlag entstand. Man lie8 sie 12 Stunden stehen, filtrierte yon der 
Fallung ab und das Filtrat wurde jetzt mit einem Uberschu8 von 
Barythydratlésung versetzt, um siimtliches Tannin in Bariumtannat 
iiberzufiithren. Der Niederschlag von Bariumtannat wurde abfiltriert 
und gut ausgewaschen; die Waschwisser wurden mit dem Filtrat ver- 
einigt, mit Schwefelsiiure bis zur schwach sauren Reaktion versetzt und 
filtriert. Die unter vermindertem Druck stark eingeengte und nochmal 
abfiltrierte Lésung wurde nun in einem 50 cem groBen Kolben auf- 
cefiillt. An dieser Lisung wurden nun folgende Bestimmungen aus- 
gefihrt. 

1. In 10 cem davon wurde der Stickstoff nach Kjeldahl in be- 


* kannter Weise ermittelt und als Gesamtreststiekstoff bezeichnet. 


2. Zu 30 ecem der Lésung wurde so viel Schwefelsiure gefiigt, bis 
die Fliissigkeit 5°, davon aufwies und mit Phosphorwolframsiiure ge- 
fallt. Der Stickstoffgehalt in dem Phosphorwolframniederschlag wurde 


nach Kjeldahl bestimmt und als Reststickstoff von durch Phosphor- 


wolframsiure fiillbarer Natur bezeichnet. 

8. Das Filtrat des Phosphorwoliramsiureniederschlages wurde mit 
Bariumearbonat neutralisiert, filtriert und aut kleine Volumen eingeengt. 
Aus der Lisung wurde der Aminostickstoff nach van Slyke in bekannter 
Weise ermittelt. 


Die Ergebnisse finden sich in folgender Tabelle kurz 
zusammengestellt. 
Q* 
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R ‘ekstoff Reststickstoff von 
estetiekstom von durch P-W-S. nicht 


Gesamt- durch Phosphor- | fi)!baren und nach 
Be- reststickstoff wolframsiure fall- | van Slykescher 
briitungs- — Methode bestimm- 
dauer barer Natur 








Dotter | Embryo Dotter Embryo | Dotter _ Embryo 


" 0 ) 0 °/ 0 lo °/ 0 | %lo 











0,0500 | 0,0435 | 0,0250 | 0,0056 | 0,0125 | 0,0101 
it 0,0672 ° 0,0450 | 0,0360 | 0,0064 | 0,0136  0,0117 
a 0,0700  0,0497 | 0,0811 | 0,0213 | 0,0118 | 0,0140 


| 
i 
i 


6 0,0728 0,0617 0,0383 | 0,0210 0,0168 | 0,0148 











II. Uber das Verhalten des freien und gebundenen Cholins bei 
der Bebritung des Hihnereies. 


Viele Befunde zeigen, daB Phospholipoide in allen Organen der 
Pflanzen regelmibig vorkommen und wiihrend der Samenrecife vermehrt 
sich der prozentuale Phosphatidgehalt der Samen. Auch fiir das Betain 
ist eine Vermehrung bei der Samenkeimung nachgewiesen. 

Obwohl aus dem Tierreiche auch schon frithzeitig viele Lipoide 
bekannt wurden, so sind wir jedoch tiber ihre Entstehung und den phy- 
siologischen Abbau bisher sehr mangelhaft unterrichtet. 

Da nun die Tatsache, daB anscheinend jedes Gewebe seine spezi- 
fischen Lipoide enthilt, mit der Spezifitiit der Gewebsfunktionen in Zu- 
sammenhang gebracht wird, so hat man immer besonders zu _ beriick- 
sichtigen, daf man die einzelnen Vertreter dieser K6rperklasse genauer 
kennen lernen mu, um ihre Beteiligung an bestimmten Zellprozessen und 
vor allem die Art ihres Eingreifens in den Zellstoffwechsel aufzukliren. 

Von den Phosphatiden ist bis jetzt am eingehendsten das Lecithin 
untersucht. Wenn es auch noch nicht gelungen ist, die Art der ein- 
zelnen Bausteine des Lecithins bis in alle Einzelheiten festzustellen, so 
scheint es doch, da8 das Cholin als ein stiindiger Baustein aufzufassen 
ist. Auer als Baustein des Lecithins ist das Cholin auch frei in 
tierischen. Geweben angetroffen worden. Die Biologie des Lecithin- 
stoffwechsels ist also zu einem nicht geringen Teile auf Untersuchungen 
itiber das Cholin basiert. 

Wihrend man einerseits einen oxydativen Abbau des Cholins oder 
einen Aufbau zu Lecithin ins Auge zu fassen hat, sei andererseits dar- 
auf hingewiesen, da’ das Cholin durch geringfiigige Umwandlungen in 
sehr giftige Trimethylaminoderivate, so z. B. Acetylcholin, Neurin, 
Formocholin oder Muscearin, iibergeht. 


a 
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Ks schien mir also von Interesse, sowohl vom Standpunkt 
des Phosphatidstoffwechsels als auch der Schwangerschafts- 
toxikose, das Verhalten des freien und gebundenen Cholins 
in ganz verschiedenen Entwickluugsstadien zu untersuchen. 

Diesbeziigliche Untersuchungen liegen bisher iuBerst 
spairlich vor. Durch verschiedene Methoden kamen Okada}), 
Sharpe?) und Fukutomi’) zu der Anschauung, daf das freie 
Cholin sich bei der Bebriitung des Hiihnereies bis zu 0,1 bis 
Q,15°/, vermehrt, wahrend das gesamte Cholin dabei eine ge- 
ringe Abnahme erfiahrt. 

Bei diesen Untersuchungen muf man daran denken, dab 
die Spaltung des Lecithins durch Basen und Saéuren in wabriger 
oder alkoholischer Lésung bewirkt wird und daB im Hiihnerei 
nicht nur das freie Cholin, sondern auch verschiedene chemisch 
dem Cholin nahe verwandte Substanzen vorhanden sein kénnen. 
Die durch Sauren oder Basen hervorgerufene Lecithinspaltung 
und die Mischfallung darf man also nicht iibersehen. 

Von diesem Gesichtspunkte aus habe ich das freie und 
gebundene Cholin in bebriiteten Hithnereiern mit einer ge- 
naueren Bestimmungsmethode und zwar an reichlichem Aus- 
gangsmaterial ermittelt. Dabei wurden LEierklar, Dotter, 
Kmbryo, Amnion- und Allantoisflissigkeit sorgfaltig abgetrennt 
und jede fiir sich besonders bearbeitet. 


1. Das freie Cholin. 


Die Bestimmung des freien Cholins selbst geschah 
folgendermaBen: 10—12 Eidotter wurden in einem Schiittel- 
trichter mit Ather stark geschiittelt, die Atherausziige ab- 
gegossen. Die Ausschiittelung wurde so oft mit frischen 
Portionen Ather wiederholt, bis sich der Ather gar nicht mehr 
farbte. Der Riickstand wurde mit heiBem Alkohol dreimal 
extrahiert, der vereinigte Alkoholextrakt durch Destillation 
unter vermindertem Druck fast zur Trockne gebracht und der 
Riickstand mit absolutem Alkohol extrahiert. Die alkoholische 
Lésung wurde unter verminderfem Druck eingedampft, der 
Riickstand abermals mit absolutem Alkohol extrahiert. 10 Por- 
tionen dieser alkoholischen Lésung wurden vereinigt und im 
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Vakuum zur Trockne abgedampft, der Riickstand in Wasser 
aufgenommen und nochmals mit Ather ausgeschiittelt, um die 
Reste von Fett, Lecithin und dergleichen zu befreien. Die 
wiBrige Lésung wurde dann eingeengt, filtriert und unter Zu- 
satz von Schwefelséure mit Kaliumquecksilberjodidlésung ge- 
fillt. Nach 24 Stunden wurde der Niederschlag auf dem Filter 
gesammelt, sorgfaltig arsgewaschen und unter Schwefelsiure- 
zusatz durch Silberoxyd zerlegt. Nach Abfiltrieren von Jod- 
silber wurde das Filtrat durch Barytwasser von iiberschiissiger 
Schwefelsiiure und Silbersulfat befreit, der Baryt durch Kin- 
leiten von Kohlensiiure und Erwirmen entfernt und die wibrige 
Lésung mit Salzsiure genau neutralisiert. Jetzt wurde die 
Lésung unter vermindertem Druck eingedampft und mit Alkohol 
ausgezogen. Aus der alkoholischen Lésung wurde mittels 
Platinchlorids das Doppelsalz der Base isoliert und aus 
Wasser umkrystallisiert. 

Die Embryonen wurden bei der Aufarbeitung zuerst mit 
Scheren fein zerkleinert und dann in der Reibschale zu 
einem fast homogenen Brei zerrieben; die weitere Ausfiihrung 
geschah in gleicher Weise wie bei dem Dotter. 

Das orangerote, schén krystallisierte Cholinplatinat schmolz 
rasch erhitzt einmal bei 228, 238, sonst bei 232, 233, 234 
und 236° Die Reinheit jedes Priparates wurde durch die 
Platinbestimmung kontrolliert. 

Die Resultate sind in der folgenden Tabelle zusammen- 


gestellt. 


Tabelle 1. 








a) Dotter. 
briitungs- bait wendeten Cholins ein Ei be- 
anal wendeten Dotters _|sorechnet 
Kier g g 7. mg 
Frisch 115 L787 0,0770 0,0041 0,64 
5 Tage 104 2901 0,0270 0,0012 0,36 
ayer 100 2270 0,0280 0,0012 0,28 
a 102 1309 0,0461 0.00385 0,45 
| a 109 1271 0,0936 0,0073 0,86 
—_ 161 1106 0,0955 0,0086 0,94 
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b) Embryo. 

















Zahl der | Gewicht ; Cholin- 
Be- wl pal Boonton Menge des freien menge auf 
briitungs- wendeten Cholins ein Ki be 
peitioens wendeten | Embryos |_ pti 
Kier g g  B mg 
9 Tage 200 335 — | — — 
14, 102 1034 0,0625 | 0,0060 0,61 
|: aa 55 1074 0,0613 | 06,0057 1,11 
9, 45 956 0.0596 | 0,0062 1,32 














Wierklar, Amnion- und Allantoiswasser habe ich ebenfalls 
auf freies Cholin verarbeitet. Ks wurden aber selbst Spuren 
nie gefunden. 

2. Das Gesamt-Cholin. 


Zuerst bemiihte ich mich, so quantitativ wie méglich die 
einzelnen Kibestandteile zu trennen. 2—10 Eidotter wurden 
so oft mit Ather geschiittelt, bis sich der Atherauszug nur noch 
wenig gelb farbte. Danach wurde der Riickstand 2 mal mit 
heiBem Alkohol erschépft. Die vereinigten Extraktriickstinde 
wurden in Wasser aufgenommen und mit Barytlauge verseift. 
Nach Ausfaillen des Bariums mit Kohlensiure wurde das 
Filtrat eingedampft, der Riickstand mit Wasser aufgenommen 
und filtriert. Das Filtrat wurde nochmals eingedampft, der 
Riickstand in Alkohol gelést und mit alkoholischer Sublimat- 
lésung gefaillt. Der Niederschlag wurde ausgewaschen und in 
heiBem Wasser mit Schwefelwasserstoff zersetzt, das von Queck- 
silbersulfid abgetrennte Filtrat mit Salzsiiure angesiiuert und 
eingedampft. Es wurde nun in Alkohol aufgenommen, filtriert 
und aus der alkoholischen Lisung wurde das Cholin unter 
Zusatz yon alkoholischer Platinchloridlésung als Cholinplatinat 
isoliert. Das Platinchloriddoppelsalz wurde mit Alkohol und 
Ather gewaschen und aus heifem Wasser umkrystallisiert. 
Nach mehrmaligem Umkrystallisieren erhielt man die Platin- 
verbindung in Form orangeroter Tafeln oder Prismen; ihr 
scharfer Schmelzpunkt lag einmal bei 218 und 236°, sonst 
zwischen 222 bis 227°. Die Platinbestimmung erwies die 
Reinheit der Praparate. 
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Aus Embryonen wurde das Cholin in gleicher Weise 
isoliert, in dem Eierklar, Amnion- und Allantoiswasser aber 

















vermibt. 
Die Befunde sind in der nachstehenden Tabelle ver- 
zeichnet. 
Tabelle 2. 
a) Dotter. 
7 Gewicht Cholin- 
Be- abl der des ver- Menge des Gesamt- menge auf 
briitungs- spall wendeten cholins ein Ei be- 
dauer wendeten | Embryos <a rechnet 
Kier g g 8 mg 
Frisch 2 30,1 0,1582 | 0,5255 79,10 
5 Tage 2 56,2 0,1661  0,2955 83,05 
Ds 10 220,0 0.9484 | 0,4288 94,34 
14 ,, 10 150,0 0.5895 | 0,8930 58,95 
7, 2 21,7 0,0472 | 0,2129 23,60 
. 4 41,2 0,0901  0,2186 22,52 
b) Embryo. 
ce 96 164,0 0,0339 0,0206 0,35 
4\ ,, 44 416,0 0,0829 0,0199 1,88 
wx, 12 232,0 0,0657 | 0,0283 5,47 
” « 12 258,0 0.0843 | 0,0326 7,02 














Durch Subtraktion des vorher gefundenen freien Cholins 
von dem Gewichte des Gesamtcholins wurde die Menge des 
gebundenen gefunden. Da nun die Menge des freien Cholins 
im Vergleich zu dem Gesamtcholin sehr klein ist und bei der 
Verseifung sich die kleinen Verluste des Cholins natiirlich 
nicht vermeiden lieBen, so kann das Gesamtcholin ohne weiteres 
fiir das gebundene gesetzt werden. 


Zusammenfassung. 


Aus den beschriebenen Untersuchungen ergeben sich 
folgende Schliisse: 

1. Das im Hihnerei vorkommende freie Cholin findet 
sich nur im Dotter. Der Gehalt ist aber sehr gering und 


betrigt 0,64 mg in einem Ki. 
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2. Bei der Bebriitung nimmt die Menge allmahlich ab 
und bei 9tagiger Bebriitung erreicht es den Minimalbetrag. 
Bei weiterer Bebriitung erfolgt eine Zunahme von freiem Cholin 
im Dotter und im Embryo und bei 19tiagiger Bebriitung be- 
trigt die Summe des freien Cholins 2,27 mg. 

3. Das im Hiihnerei gebunden vorhandene Cholin ist im 
Vergleich zu dem freien Cholin in viel bedeutenderem MaBe 
im Dotter vorhanden. Bei 9tiigiger Bebriitung erreicht der 
Gesamtcholingehalt des Dotters seinen Héhepunkt. Er betragt 
94,34 mg. Bei weiterer Bebriitung erfolgt eine Abnahme vom 
Gesamtcholin und bei 19tigiger Bebriitung sinkt der Gehalt 
auf 29,54 mg. 

Ks unterliegt keinem Zweifel, daB das bei der Bebriitung 
sich vermehrende freie Cholin aus dem gebundenen durch Ver- 
seifung entsteht. Aber die Annahme, daB das freie Cholin 
als Hauptprodukt der faBbaren Umwandlungsprodukte des 
Lecithins zu finden ist, ist jedoch, nach dem Mengenverhiltnis 
des freien und gebundenen Cholins zu urteilen, wenig wahr- 
scheinlich, denn das freie Cholin entsteht im Maximum zu 
2,27 mg, wihrend bei der Bebriitung 65 mg gebundenes Cholin 
verschwinden. Vielmehr lat das Verhalten des Cholins bei 
der Entwicklung des Embryos eine andere Vermutung zu. 
Die Frage, ob das aus Lecithin abgeléste Cholin weiter in 
Kreatinin iibergefiihrt wird, steht noch dahin. 


Literatur. 


1. Okada, Internat. Med. News (Japanisch), Vol. 998, S. 1207 (1921), 
Japan medical world, Bd. 11, S. 77 (1922). 

2. Sharpe, Biochem. Jl. Vol. 18, S. 151 (1924). 

3. Fukutomi, Mitteilungen der medizinischen Gesellschaft zu Osaka 
(Japanisch), Bd. 25, S. 118 (1926). 








Uber die Glykocyamase. 
Vou 
Junji Karashima. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut in Nagasaki.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Mai 1928.) 


Durch die Arbeiten von A. Kossel und H. D. Dakin} 
iiber die Arginase ist die Auffassung sicher begriindet worden, 
daB im tierischen Organismus auBer dem Siureamid ablésen- 
den ein typisches imidolytisches Ferment zu finden ist, welches 
eine Abtrennung des Harnstoffs bewirkt. 

Bei dem Durchblutungsversuche haben nun Felix und 
Tomita’) gefunden, daB bei den Saugetieren Arginin unter 
normalen Verhialtnissen in der Leber vollkommen zerlegt wird 
und dabei der Harnstoff so gut wie quantitativ erschienen ist, 
wihrend der Ornithinwert noch weit hinter dem berechneten 
zuriickbleibt. Das kann zum Teil daran liegen, daB eine 
sekundire Verinderung des Ornithins dort vor sich gegangen 
ist. Uber den Abbau des Ornithins hat bereits Dakin) Ver- 
suche mit Lebergewebe ausgefiihrt. Im Widerspruch zu seinem 
Ergebnis haben spater Felix und Réthler‘*) nachgewiesen, 
daB die Leber vorgebildetes Ornithin nicht in das Diamin 
iiberfiihrt und iiberhaupt nicht oder nur in geringem Mafe 
abbaut. 

Die Richtigkeit dieser Untersuchung vorausgesetzt, laBt 
das Verhalten des Arginins in der Leber noch eine andere 


1) A. Kossel u. H.D. Dakin, Diese Zs. Bd. 41, S. 321 (1904); 
Bd. 42, S. 502 (1904). 

*) Felix u. Tomita, Diese Zs. Bd. 128, 8S. 40 (1928). 

5) H. D. Dakin, Jl. of Biol. Chem. Bd. 1, S. 171 (1906). 

*) Felix u. Réthler, Diese Zs. Bd. 143, S. 133 (1925). 
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Vermutung zu. Vielleicht kann das Arginin teilweise in der 
Leber vor dem Zerfall der Guanidingruppe durch eine oxy- 
dative Desaminierung in Guanidinobuttersiure  iibergefiihrt 
werden, deren weiterer Abbau zu Guanidinessigsiure ebenso 
gut denkbar ist. Der Abbau des Arginins bis zur Guanidin- 
essigsiure wiirde ganz im EKinklang stehen mit dem Knoop- 
schen Gesetz iiber den Abbau von Amino- und Fettsiuren im 
tierischen Organismus. 

Nimmt man nun die prinzipielle Méglichkeit einer solchen 
Umwandlung des Arginins als gegeben an, so muf ein Ferment 
in der Leber vorhanden sein, welches das Glykocyamin oder 
die Guanidinobuttersiure hydrolytisch in Harnstoff und die 
entsprechende Aminofettsiure zerlegt, weil der Harnstoff in der 
Leber der Saugetiere fast quantitativ aus Arginin gebildet wird. 

In diesem Sinne sind auch die von Thomas!) veréffent- 
lichten biologischen Versuche von besonderem Wert. Dieser 
Forscher hat beobachtet, daB die Guanidinobuttersiure durch 
LeberpreBsaft des Hundes und des Kaninchens in Harnstoff 
und y-Aminobuttersiure gespalten wurde. Von dieser Beob- 
achtung ausgehend habe ich mir auf Veranlassung von Prof. 
Tomita die Frage vorgelegt, ob das Glykocyamin auch im 
Tierorganismus ebenso wie das Arginin und die Guanidino- 
buttersiure in Harnstoff und Aminosiure gespalten werde. 
Im Widerspruch zur Annahme Dakins?) konnte ich durch 
Organbreiversuche feststellen, daB die Leber des Rindes be- 
fahigt ist, die zugesetzte a-Guanidinessigsiure in Harnstoff 
und Glykokoll zu spalten. In den anderen Organen war das 
Ferment nicht mit Sicherheit nachweisbar. 

Fiir die quantitativen Messungen der Glykocyamasewirkung diente 
als Substrat das Glykocyamin, welches nach dem von Nicola’) modi- 


fizierten Verfahren von Nencki und Sieber‘) bereitet wurde. Der ab- 
gespaltene Harnstoff wurde mit der bekannten Ureasemethode bestimmt 


1) K. Thomas, Diese Zs. Bd. 88, 8. 471 (1913), aber auch Bd. 124, 
S. 101 Anm. (1922). 

*) H. D. Dakin, Jl. of Biol. Chem. Bd. 3, 8. 435 (1901). 

3) F. Nicola, Chem. Zbl. 1902, IJ, S. 296. 

4) M. Nencki u. N. Sieber, Jl. fiir prakt. Chem. (N. F.) Bd. 17, 
S. 477 (1878). 








+4 Junji Karashima, 


und das Glykokoll nach der van Sly keschen Aminostickstoff bestimmung 
ermittelt. In allen Versuchen geschah die Aufarbeitung sinngemaB in 
gleicher Weise. 

Die Organe des frisch getéteten Tieres wurden méglichst schnell 
vom Schlachthofe bezogen und durch Hackmaschine in einen homogenen 
Brei verrieben. 40 g Organbrei wurden mit Chloroformwasser versetzt, 
auf 200 cem gebracht und zu je 100 ccm geteilt. Eine Portion wurde 
fiir die Ermittlung der bei der Autolyse von Organmaterial allein auf- 
tretenden Harnstoff- und Glykokollmenge gebraucht. Die andere Portion 
der Organbreilésung wurde mit 0,5—1,0 g Glykocyaminpulver versetzt 
und nach Toluolzusatz bei 37° gehalten. Wurde die Freiheit von 
Keimen nach dem 5 tigigen Aufenthalt im Brutofen durch Ziichtung 
nachgewiesen, so hat man das Digerat mit der Schenckschen Lésung 
enteiweibt. Das Filtrat wurde nun mit Schwefelwasserstoff behandelt, 
mit Natriumearbonat neutralisiert und dann unter vermindertem Druck 
zu einem bestimmten Volumen eingeengt. Ein aliquoter Teil desselben 
wurde zur Harnstoffbestinmung abgetrennt. Der gréBere Teil wurde 
beinahe zur Trockne verdampft, mit kaltem Wasser aufgenommen und 
der Aminostickstoff auf bekannte Weise ermittelt. 

Bei der Berechnung sind die aus Organen allein entstehenden 
Mengen von den Zahlen des Hauptversuches abgezogen und aus dem 
Rest sind Harnstoff und Glykokoll berechnet worden. 

Zur Bestitigung der Ansicht, daB die Glykocyaminabspaltung rein 
fermentativ geschieht, wurden einige Kontrollversuche angestellt, indem 
man vorher die Organbreilésung 1 Stunde lang erhitzte und dann mit 
Substrat zusammen bei 37° stehen lief. 


Die Einzelheiten ergeben sich aus den nachstehend an- 
gefiihrten Versuchsprotokollen. 


Experimentelles. 


A. Versuche mit Rinderorganen. 


Bei diesen Versuchen kamen Leber, Niere, Pankreas, 
Milz und Lunge des Rindes in Anwendung, die Ansitze wurden 
in derselben Weise bereitet wie vorher beschrieben. 

Die Befunde sind in der nachstehenden Tabelle (S. 45) 
verzeichnet, 

Es zeigte sich dabei, daB die glykocyaminspaltende Wir- 
kung bei der Leber hervortrat, wihrend in anderen Organen 
iiberhaupt keine Wirkung zu beobachten war. 
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B. Versuche mit Hithnerorganen. 

DaB ein fermentativer Argininabbau in der Vogelniere 
stattfindet, ist schon von A. Clementi’) und spater von 
Sendju?) festgestellt. Sendju hat dabei angegeben, daB die 
im gespaltenen Ornithin gefundene Stickstoffmenge in Wirk- 
lichkeit stets zu niedrig gefunden worden ist. Es kann wohl 
einerseits infolge einer nachtriglichen Umwandlung des Or- 
nithins durch Gewebsfermente hervorgerufen werden. Anderer- 
seits kénnte das Arginin unter Verlust von Ammoniak und 
nachfolgender Oxydation in die kohlenstoffarmeren Guanidin- 
fettsiiuren verwandelt werden. 

Ks schien mir daher erwiinscht, die Frage zu _ lésen, 
welches Verhalten die Vogelorgane bei zugesetztem Glykocyamin 
zeigen. An den Hiihnerorganen habe ich die glykocyamin- 
spaltende Wirkung untersucht. Glykocyamase wurde dabei 
weder in der Niere, noch in der Leber gefunden. 

Die weitere Frage, ob die Vogelniere vorgebildetes Or- 
nithin nicht weiter abbaut oder das Arginin durch eine oxy- 
dative Desaminierung in Guanidobuttersiure iibergefiihrt und 
nachtraiglich imidolytisch gespalten wird, ist noch unbeant- 
wortet geblieben. 


1) Zitiert nach Edlbacher, Diese Zs. Bd. 95, S. 881 (1913). 
*) Y. Sendju, Jl. of Biochemistry Bd. 5, 8. 229 (1925). 
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Uber den Porphyrin- und Blutfarbstoffwechsel der Hefezelle.’) 
Von 


R. M. Mayer. 





(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Mai 1928.) 


Seit H. Fischer und Mitarbeiter’) das Auftreten von 
Koproporphyrin und Himin in der Hefe beobachtet hatten 
und den einwandfreien Nachweis erbrachten, da dasselbe 
nicht durch das Naihrmedium in die Zelle hinein gelangt sein 
konnte, ist die Frage der primiiren Synthese von Kopro- 
porphyrin durch die Hefezelle in den Mittelpunkt des Inter- 
esses geriickt worden. Des weiteren ergab sich die Frage 
nach der Art dieser Synthese, vor allem, ob sie iiber Proto- 
porphyrin aus Himochromogen, das wir uns wohl in himo- 
globinihnlicher Bindung an Eiweif in der Hefezelle vorzu- 
stellen haben, erfolgt, oder ob etwa das Cytochrom*) das Aus- 
gangsmaterial fiir Koproporphyrin, eventuell auch fir Himo- 
chromogen selbst darstellt, wie Keilin*) das annimmt. Letz- 
tere Fragen sind bis heute nicht eindeutig entschieden und es 
bestand fiir mich die Aufgabe, mit neuen Methoden bisherige 
Ergebnisse hieriiber nachzupriifen und durch direkte Unter- 
suchungen und Beobachtungen der Hefezelle selbst zu er- 
hirten, was sich obigen Autoren durch chemische Analyse als 


1) V, Mittlg. itiber Koproporphyrin-Synthese durch Hefe und ihre 
Beeinflussung. IY. Mittlg. Diese Zs. Bd. 153, S. 168 (1926). 

2) H. Fischer, Uber Porphyrine und ihre Synthese. Chem. Ber. 
Bd. 60, S. 2611 (1927); alle iilteren Literaturangaben ebendort 8. 2612, 
Anm. 5 und §. 2628, Anm. 111. 

3) Ein Beweis, was Cytochrom chemisch ist, konnte noch nicht 
erbracht werden, da die Isolierung wegen seiner groBen Zersetzlichkeit 
noch nicht gelungen ist. 

*) Proe. of the Royal Soe. Bd. 98, S. 312 (1925). 
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Folgerung ergab. Es ist erforderlich, daB ich auf diese zum 
Teil neuen Arbeitsmethoden, welche in das Gebiet spezieller 
Bakteriologie bzw. Mykologie fiihren, naher eingehe und auch 
die erstmals hierfiir angewandte und von Kénigsdérffer fir 
histologische Zwecke eigens ausgearbeitete Methode!) der 
Fluorescenzspektroskopie hierbei beriicksichtige. H. Fischer 
und Kénigsdorffer beobachteten zuerst das Fluorescieren von 
Koprohefezellen. 


Allgemeiner Teil. 


Alle bekannten Porphyrine, so auch die hier in Frage 
stehenden natiirlichen Porphyrine, haben die Eigenschaft, durch 
kurzwelliges Licht zum Fluorescieren erregt zu werden. Die 
Fluorescenzspektroskopie gestattet Emissionsspektren solcher 
Koérper zu messen und daraus die gleichen Schliisse zu ziehen, 
wie etwa aus einem Absorptionsspektrum auf den zugrunde 
liegenden chemischen Kérper. Der Unterschied ist ein gra- 
dueller, und zwar ist es méglich, dadurch Porphyrine in der 
enormen Verdiinnung von 1:5000000 noch gut zu erkennen.”) 
Es ist daraus ersichtlich, daB es méglich sein wird, mit dieser 
Methode eine Reihe von Feststellungen an der Hefezelle selbst 
zu machen, die durch die bisher geiibte Extraktion mit Por- 
phyrinlésungsmitteln entweder iiberhaupt nicht mdéglich sind 
oder sich nur indirekt ergeben. 

Der hierzu verwandte Apparat ist das Spektralanalysen- 
mikrospektroskop nach Kénigsdérffer. Die Untersuchungen 
wurden zum grofen Teil an dem im Pathologischen Institut 
der Universitit Miinchen befindlichen Originalapparat ausgefihrt, 
was ich dem grofen Entgegenkommen von Herrn Geheimrat 
Borst und der Unterstiitzung von Herrn Dr. Kinigsdérffer 
verdanke. Ich méchte ihnen daher auch an dieser Stelle meinen 
herzlichsten Dank aussprechen. 


') M. Borst u. Kénigsdérffer, Untersuchungen iiber Porphyrie 
mit besonderer Beriicksichtigung der Porphyria congenita. Monographie. 
8. Hirzel, Leipzig (im Druck). 

*) R. Golonsko, Gerichtlich-medizinische Dissertation.  Ziirich, 


1916. 
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Die Apparaturbeschreibung ist von Herrn Dr. Kénigs- 
dérffer an anderer Stelle gegeben worden), als wesentlich 
sei hier nur so viel gesagt: das Objekt kann zunichst in 
direktem Lichte bei Hellfeld sowohl, wie'im Dunkelfeld beob- 
achtet und sein Absorptionsspektrum gemessen werden (letz- 
teres kann hier wegen der geringen Menge des Porphyrin- 
gehaltes einer Zelle natiirlich nicht in Frage kommen, ist aber 
verwertbar, wenn man in einer mehrere Millimeter dicken Schicht 
arbeitet, wie es fiir Cytochromuntersuchungen notwendig ist. 
Durch Prismenumstellung wird es erméglicht, das Objekt in 
kurzwelligem Licht zum Fluorescieren zu erregen und so in 
gleicher Weise zu beobachten und sein Emissionsspektrum 
zu messen. 

Die Brauchbarkeit dieser Methode erhellt denn auch 
daraus, daB stets dann, wenn durch das bisherige Extraktions- 
verfahren (Hisessig~Athermethode nach H. Fischer) Por- 
phyrinanreicherung festzustellen war, Rotfluorescenz und Por- 
phyrinemissionsspektrum der einzelnen Hefezelle zu_ beob- 
achten war. Eine Einschrankung ergibt sich nur insofern, 
als unbekannte Begleitfarbstotie eine Absorption des emittierten 
Lichtes (Grundabsorption) oder aber diffuse Aufhellung durch 
das ganze Spektrum — im Falle sie selbst fluorescieren — 
bewirken kénnen. 

Aus dieser Einschrinkung geht hervor, da8B die Fluores- 
cenzmikrospektroskopie allein nicht etwa einen Ersatz bis- 
heriger Methoden der Extraktion von Porphyrin darstellt, 
sondern eine, allerdings sehr wertvolle Erganzung letzterer ist. 
Bietet sie doch auBer dem groBen Vorzug rascher und be- 
quemer Orientierung auch den unschatzbaren Vorteil, sofort 
dariiber aufzukliren, ob ein Porphyrin in den intakten Hefe- 
zellen selbst oder in autolysierten und in Zerfall begriffenen 
Zellen sich betindet oder ob es endlich tiberhaupt nicht an 
die Hefezelle gebunden ist. Wir kinnen aber auch nach dem 
Vorbild histochemischer Arbeitsmethoden die Extraktion mit 





1) Borst u. Kénigsdérffer, Monographie, allgemeiner Teil (bei 
S. Hirzel, Leipzig im Druck). 
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Porphyrinlésungsmitteln an der auf dem Objekttriger befind- 
lichen Hefezelle im Fluorescenzmikroskop direkt verfolgen, 
wenn wir, um die Extraktion modglichst zu verzégern, das 
Lisungsmittel mit viel Glycerin (etwa 1:5) mischen und unter 
dem Deckglas durchsaugen. Es erscheint zweckmibig, in 
diesem Falle von Sekundirfluorescenz und -spektrum zum 
Unterschiede yon den primir bestehenden zu sprechen, wie 
auch schon Koénigsdérffer bei seinen histopathologischen 
Untersuchungen vorgeschlagen hat. 

Wie oben angedeutet, gestattet die Methode bestimmte 
Schliisse zu ziehen auf die vorhandene Gesamtmenge Porphy- 
rine je nach Intensitaét der Fluorescenz und Zahl der fluores- 
cierenden Zellen iiberhaupt; sie ist jedoch naturgem’B eine 
qualitative und vermag auch niemals — ebensowenig wie die 
Absorptionsspektroskopie — tiber Einzelheiten (Koproporphyrin 
oder seine Isomere) aufzukliren wie die Krystallisation, 
Schmelz-, Mischschmelzpunkt und Elementaranalyse. Daf sie 
jedoch in quantitativer Richtung durch Kinfihrung spektro- 
puotometrischer Messungen ausgebaut werden kann, ist meine 
Uberzeugung. 

Sind mit der Fluorescenzspektroskopie die Untersuchungen 
an die Hefezelle selbst herangeriickt worden, so ergibt sich 
daraus die Forderung, im Verlauf der Zucht nur die Abkémm- 
linge der zu Versuchsbeginn untersuchten Hefezellen vor sich 
zu haben, d.h. frei von Hefezellen zu arbeiten, die etwa 
durch Luftinfektion in die Kultur nachtraglich gelangen 
konnten. Kbenso unerwiinscht ist bakterielle Infektion. Ande- 
rung der Wasserstoffionenkonzentration der Nihrlésung, Vi- 
taminanreicherung derselben durch bakterielle Synthese, Schidi- 
gung der Hefezellen durch den Abwehrkampf gegen die Bak- 
terien und deren Toxine usw. wiirden die Verhiiltnisse un- 
iibersehbar gestalten. Ks muBte also in Reinkulturen steril 
gearbeitet werden. Die Hefereinkulturen wurden mir in 
dankenswerter Weise vom brauereiwissenschaftlichen Institut 
in Miinchen durch das groBe Entgegenkommen von Herrn 
Professor Liiers und Herrn Dr. Fuchs zur Verfiigung ge- 
stellt. Ihnen danke ich auch die Kinftihrung in die spezielle 
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Mykologie, nachdem ich schon vorher an der landwirtschaft- 
lichen Abteilung der Technischen Hochschule durch die Giite 
von Herrn Geheimrat Henkel und Herrn Privatdozenten 
Dr. Baumgirtel mich mit allgemein bakteriologischen uud 
mykologischen Fragen und Untersuchungsmethoden beschiftigen 
konnte. 

Ich arbeitete gleichzeitig mit zwei Hefestimmen: Stamm 
,,67 Ottler“, einer untergirigen Bierhefe, und mit Saccharomyces 
unamensis, einer Fetthefe, die ich in vitaminireien Mineral- 
nahrlésungen in Pasteurkolben ziichtete. Als Nahrlésung wurde 
mit einer Minerallésung gearbeitet, die Fulmer und Mit- 
arbeiter!) angaben und in denen sie bei 30° C und Uber- 
impfung an jedem zweiten Tag dauerndes Hefewachstum er- 
zielten. Die Loésung, im folgenden als Nahrlésung B be- 
zeichnet, hat folgende Zusammensetzung: 0,188°/, Chlorammo- 
nium, 0,10°/, sekundires Kaliumphosphat. 0,04°), Calcium- 
carbonat und 10,0°/, Rohrzucker in destilliertem Wasser. 

Des weiteren wurde als Nahrlésung eine 4dhnliche ver- 
wandt, wie sie schon friiher H. Fischer und Fink zu ihren 
Kulturen gebraucht hatten. Sie hatte folgende Zusammen- 
setzung: Auf 1000 ccm Leitungswasser 80 g Zucker; zu 2000 
der Lésung 2g Harnstoff und 1g sekundires Kaliumphosphat 
(Nihrlésung A). 

Bietet das Arbeiten in Reinkultur schon groBe Vorteile 
und schaltet es mannigfache Fehlerquellen aus, so wiren als 
Ideal der Versuchsbedingungen die Versuche an einer einzigen 
Hefezelle anzustellen und deren Schicksal weiter zu verfolgen. 
Auch in dieser Richtung wurde gearbeitet. Hefereinkultur 
wurde auf das notwendige Ma8 durch vielfaches Uberimpfen 
in Freudenreichkélbchen verdiinnt und nach dem _ Prinzip 
kleinster Trépfchen (niheres vgl. in der Brauereifachliteratur- 
eine einzige Hefezelle in ein solches hiingendes Trépfchen ge- 
bracht, im hohl geschliffenen Objekttrager eingebettet und 





1) Nelson, Fulmer u. Cessna, Jl. of Biol. Chem. Bd. 46, 8. 77 
(1921); zitiert nach Chem. Ztbl. 1922, I, 287. 
2) Eine sehr gute Zusammenstellung einschligiger Literatur bei 
T. Baumgirtel: Vorlesungen iiber landwirtschaftliche Mikrobiologie II. 


4* 
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untersucht (natiirlich alles unter sterilen Kautelen). Diese 
Versuche fiihrten jedoch bisher zu keinem befriedigenden Re- 
sultat, da die auf solche mithsame Weise isolierte Hefezelle 
im hiingenden Tropfen durch ungiinstige optische Brechungs- 
verhiltuisse nicht in den Strahlengang des Fluorescenzmikro- 
skops gebracht werden konnte. Bedingt ist dies durch den 
Hohlschliff des Objekttrigers, welcher die vom Kondensor 
herkommenden parallelen Ultraviolettstrahlen ungiinstig bricht. 
Somit war es auch nicht méglich, irgendwelche Fluorescenz- 
erscheinungen zu beobachten. Nachdem das Organisch-chemi- 
sche Institut seit kurzem tiber ein eigenes Spektralanalysen- 
mikrospektroskop (Reichert-Steinheil, verbessertes Modell 
nach Kénigsdérifer) verfiigt, sollen diese Versuche wieder 
aufgenommen werden und es ist zu erwarten, daf bei anderer 
Anordnung des Strahlenganges (ultraviolettes Licht durch 
Opakquarzilluminator von oben auf den hingenden Tropfen 
geworfen) die technischen Schwierigkeiten tiberwunden werden. 


Das Arbeiten auf festen Naihrbéden — durch Zusatz von 
Agar-Agar oder Gelatine zur Nahrlésung — wurde nach nur 


negativen Ergebnissen als ungeeignet aufgegeben. Dieser 
Zusatz, wie die Kultur auf festem Nahrmedium iiberhaupt, 
schafit ganz andere Lebensbedingungen fiir die Hefe und die 
Versuchsbedingungen werden vollig andere. 

Bei Ziichtung in vitaminfreier Mineralnihrlésung ist eine 
Verarmung an Reservestoffen, in erster Linie Glykogen, der 
Hefezellen zu erwarten und das schlieBliche Kintreten des Zell- 
todes. Auch diese Vorginge muBten verfolgt werden. Der 
Glykogennachweis in der Hefezelle ist einfach und wird durch 
die Farbreaktion mit Jod—Jodkaliumlésung erbracht. Der 
Nachweis des Zelltodes kann auf mancherlei Weise gefiihrt 
werden. Der sicherste Weg ist der Beweis, dab die Zelle 
nicht mehr keim- und girfihig ist, welcher etwa dadurch er- 
bracht wiirde, daB man die in Frage stehende Zelle isoliert 
und in Bierwiirze oder Wiirzegelatineplatten bringt. Oder man 
verdiinnt eine gewisse Hefeportion, bis man durch Auszihlen 
die Zellzahl im Kubikzentimeter bestimmen kann, sit dann 
auf Wiirzegelatine aus und ermittelt die Prozentzahl der toten 
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Zellen, welche durch die Differenz der verher ermittelten Zell- 
zahl mit der gewachsenen Kolonienzahl gefunden wird. Man 
macht dabei die (nicht absolut richtige!) Voraussetzung, daB 
eine Kolonie aus einer Hefezelle sich entwickelt hat. Die 
erste Methode ist absolut sicher, aber sehr zeitraubend; weit 
wenlger sicher ist schon die letzte. Zudem li8t sich hier nur die 
Prozentzahl der toten Zellen ermitteln, nicht aber entscheiden, 
ob eine bestimmte Hefezelle tot ist oder nicht. Viel einfacher 
und bequemer ist der Nachweis des Zelitodes durch eine Karb- 
reaktion. Es ist bekannt, daB die lebende Hefezelle in ihrer 
Zellmembran iiber eine Abwehrvorrichtung gegeniiber schiidi- 
genden iuBeren Kinfliissen verfiigt und beispielsweise dadurch 
das EKindringen einer sehr verdiinnten alkalischen Methylen- 
blaulésung (1:10000) fiir gewisse Zeit verhindert. Die tote 
Zelle vermag dies nicht, ebensowenig wie Bakterien und firbt 
sich infolgedessen sofort blau an, wiihrend die lebende lingere 
Zeit ungefirbt bleibt. Diese Tatsache ist in der Fachliteratur 
unbestritten und in der Brauereipraxis wird fast ausschlieBlich 
nach diesem Verfahren gearbeitet. Es scheint dem nichts im 
Wege zu stehen, sie ohne weiteres auf die Koprohefe zu iiber- 
tragen. Der Vorzug dieser Fiirbmethode besteht davin, dab 
wir, wie im speziellen Teil noch niiher gezeigt werden wird, 
auf schnellstem Wege an einer ecinzelnen uns interessierenden 
Zelle die Feststellung des Zelltodes machen kénnen. 

Es bestand weiterhin die Aufgabe, die Frage nach Be- 
ziehungen zwischen Himin- und Porphyringehalt der Hefe in 
positivem oder negativem Sinne zu entscheiden. Bei der groBen 
Anzahl der hierzu notwendigen Versuche und Vorversuche 
konnte naturgemiB nur mit relativ kleinen Hefemengen ge- 
arbeitet werden. Die einzige Moglichkeit, zu vergleichbaren 
Werten zu gelangen, bot mir die Spektrophotometrie von 
Hefeextrakten. Kine Mcihode der spektrophotometrischen Be- 
stimmung von Himochromogen sowohl wie von Koproporphyrin 
hat seinerzeit Treibs angegeben.') Die Angaben beziehen 
sich auf Pyridinextrakte. Herr Dr. Treibs hatte die Liebens- 


1) Diese Zs. Bd. 168, S, 68 (1927). 
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wiirdigkeit, mich in diese Arbeitsmethoden einzufiihren. Nach 
seinen Angaben, wie nach eigenen EHrfahrungen, bedarf es 
einer ziemlich groBen Ubung, um gute Werte zu erhalten; 
ist man jedoch eingearbcitet, so ergibt die Methode, wie mich 
viele ad hoc angestellte Versuche, iiber die ich im speziellen 
Teil berichten werde, lehrten, sehr gute Resultate mit geringer 
Fehlerquelle. Leider wird der Meffehler durch einen anderen 
Umstand auf das Vielfache vergrébert. Die Gewichtsbestim- 
mung der zugrunde gelegten Hefemenge ist nur bis zu einer 
gewissen Grenze genau. Es kann namlich durch Abnutschen 
oder Zentrifugieren von Hefe dieselbe niemals auf genau 
gleichen Wassergehalt gebracht werden. MaBgebend war mir 
im allgemeinen das Rissigwerden der Hefe beim Abnutschen, 
aber bei schleimiger Hefe erreichte ich nicht ganz diese Kon- 
sistenz. Trockengewichtsbestimmungen konnten jedoch wegen 
der groBen Versuchszahl nicht durchgefiihrt werden, auch ist 
zu bedenken, daB durch den TrocknungsprozeB sekundire Ver- 
inderungen in der Hefe vor sich gehen kénnen. Vergleichende 
Untersuchungen ergaben einen Gesamtfehler von etwa 10°/, 
maximal. 

Zur Durchfiibrung der Versuche — Kontrollbestimmungen 
des Himingehalts durch Bestimmung als Protoporphyrin nach 
Enteisenung — erwies es sich als notwendig, diese Methode 
auch fiir Protoporphyrin auszuarbeiten. Als bequemes Lé- 
sungsmittel, so wie es die direkte Extraktion bietet, wurde 
schwach essigsaurer Ather genommen. Das einzige in Betracht 
kommende Maximum (Doppelspektren!) liegt im Streifen I und 
wurde bei 4 = 632,5 uu gewahlt. Aus Zweckmibigkeits- 
griinden wurde ein zugehériges Minimum infrawirts bei 
A= 649 wu bestimmt. Bei der Krrechnung der Konstanten 
ergab sich als Schwierigkeit die geringe Loéslichkeit von reinem 
Protoporphyrin in Eisessig und die beschrinkte Haltbarkeit 
der Liésung bei Licht- und Luftzutritt. Es bildet sich nim- 
lich sehr rasch auf Kosten des Maximums ein Streifen bei 
4 = 670 wu aus, welcher die Bestimmung natiirlich falscht. 
Abgesehen von dieser Kinschriinkung ist das Behrsche Gesetz 
fiir Protoporphyrin erfiillt und es konnte als Konstante schlieb- 
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lich mit Treibs A = 1/7750 gefunden werden. Mit Festlegung 
eines Maximums und Minimums ist die Berechnung der Ex- 
tinktionskoeffizienten, sowie der ,,Extinktionsdifferenz“ (e — «), 
durch Bestimmung des Protoporphyrin,,faktors* (A) die Kon- 
zentrationsbestimmung fiir Protoporphyrin nach der von Treibs 
angegebenen Methode ermdglicht, gemif der Formel c = 
(e—«).K. Ich gehe damit zum speziellen Teil iiber, wobei 
gelegentlich noch Besonderheiten der Untersuchungsmethoden 
hervorgehoben werden. 


Spezieller Teil. 


Im Parallelversuch werden 50 ccm-Pasteurkélbchen, welche 
sterilisierte Mineralnihrlésung B enthalten, mit Anamensis- 
hefe und mit Stamm ,,67“ beimpft. Die Kulturen stehen im 
diffusen, schwachen Tageslicht bei einer ziemlich konstanten 
Temperatur von 22°C, also zwar iiber dem Temperaturopti- 
mum, jedoch noch erheblich unter dem Maximum. Hierbei 
verlauft die Girung nicht sehr lebhaft und ist bei beiden Ver- 
suchen am 10. Tage beendet. Die vorher colorimetrisch be- 
stimmte Wasserstoffionenkonzentration p,,=6,3 betragt nachher 
Pp, = 5,1 bzw. 4,9. In gleicher Weise verlauft die Ll. und 
Ill. Zucht. Die dabei aufgetretene Zellvermehrung ist gering; 
Porphyrin ist in keiner Weise in der Lésung oder intracellular 
festzustellen. 

Nach Ablauf der ILI. Zucht entnommene Proben zeigen 
im Ausstrich-, wie im Deckglaspriparat bei einem groBen 
Prozentsatz der Anamensishefezellen, wie der von Stamm ,,67~ 
(schiitzungsweise 70°/,, im ersten Falle etwas weniger) inten- 
sivste karmoisinrote Fluorescenz mit einem fiir Koproporphyrin 
charakteristischen Aufhellungsstreifen im Rot. Um ein Viel- 
faches stirker fluorescieren noch einige zusammengeballte, in 
Autolyse begriffene Zellen mit bereits teilweise zugrunde- 
gegangener Zellmembran. Die Liésung ist noch frei von Por- 
phyrin. Bei gewdhnlichem durchfallendem Lichte kann in 
einer mehrere Millimeter dicken Schicht kein Cytochromspek- 
trum beobachtet werden, auch nicht nach Zusatz von Natrium- 
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hydrosulfit. Gegeniiber der in steriler gehopfter Bierwiirze 
zu Vergleichszwecken geziichteten gleichen Hefe ist die starke, 
auf Glykogenverarmung hindeutende Granulierung fast aller 
Zellen hervorzuheben, was durch die Glykogenreaktion bestiitigt 
wird. Nur sogenannte Dauerformen sind glykogenreich. Manche 
Zellen sind nicht unerheblich vergréBert. Endlich ergibt das 
Methylenblauverfahren einen iiberraschend hohen Prozentsatz 
toter Zellen (festgestellt durch Auszihlen von 300—400 Zellen 
im Netzmikrometerokular), nimlich 84°/, bei Stamm ,,67“ und 
56°/, bei Saccharom. anam. 

Die LV. Zucht steht unter gleichen Bedingungen; von dieser 
Zucht kommen Proben zur Untersuchung bei noch voll im 
Gang befindlicher Gairung, wie nach Ablauf derselben. 

4, Tag der IV. Zucht: Morphologisch ist bei beiden Kul- 
turen derselbe Befund zu erheben, wie gegen Ende der III. Zucht, 
dagegen sind fast keine toten Zellen (bis zu 2°/,) zu sehen. 
Nicht eine Zelle fluoresciert primir oder sekundiir, wobei 
mehrere Deckglas- und Ausstrichpriparate untersucht werden. 
Dagegen ist ein fiir Koproporphyrin sprechendes primires 
Kmissionsspektrum deutlich in der Nihrlésung zu beobachten. 

6. Tag der 1V.Zucht: Die meist vakuolisierten Zellen von 
Sacch. anam. sind stark granuliert. Es finden sich abnorm 
groBe rundliche und langgestreckte Zelliormen (N-Hunger!). 
Die meisten Zellen befinden sich noch in lebhafter Sprossung 
und hingen in Ketten und Verbinden aneinander. Tote Zellen 
etwa 5°/,. Im Ausstrich fluorescieren die Zellen zumeist bliu- 
lich bis hellgriin, einige gelb-orange, nur vereinzelt ziegelrot 
(aber nicht karmoisinrot, wie am Ende der Il]. Zucht!). In 
letzterem Falle bietet das Emissionsspektrum keinen Anhalts- 
punkt fiir Porphyrin; die Aufhellung umfabt vielmehr das ge- 
samte Rot und erstreckt sich bis weit ins Griin hinein. 

Stamm ,67* hat bei &hnlichem morphologischem Befund 
18°/, toter Zellen aufzuweisen. Karmoisinrote Primiirfluores- 
cenz nur weniger Zellen. Das Emissionsspektrum ist nicht 
eindeutig und zeigt auch nach Zusatz von Porphyrinlésungs- 
mitteln nur vereinzelt sehr schwache, nicht mefbare, streifen- 
formige Aufhellung im Rot. 
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14. Tag der IV. Zucht: Die an und fiir sich sehr schwache 
Girung ist erst jetzt véllig abgelaufen. Morphologisch wird 
fast der gleiche Befund erhoben wie am 6.Tag, nur sind selbst- 
versténdlich keinerlei Zellsprossung und Zellverbinde mehr 
vorhanden. Wie am Ende der III.Zucht, so ist auch jetzt 
die Zahl der toten Zellen eine sehr hohe: 75°/, bei Sacchar. 
anam. und 34°/, bei Stamm 67. V6llg parallel hierzu geht 
die Zahl der rot fluorescierenden Zellen mit deutlichem Por- 
phyrinspektrum. Auch hier ist in direktem Licht kein Cyto- 
chromspektrum zu erkennen. 

Zusammenfassend lassen sich aus diesen Versuchen folgende 
Tatsachen hervorheben: 

1. Reinkulturen zweier verschiedener Hefestiimme ergeben 
primar auch nach dem subtilen Fluorescenzverfahren keinen 
Anhaltspunkt dafiir, da Porphyrin in der Hefezelle vorhanden ist. 

2. Fetthefe und untergirige Bierhefe in Reinkultur ver- 
mehrt sich zunichst in der von Fulmer und Mitarbeitern 
angegebenen Mineralnihrlésung auch bei 22°C in diffusem 
Tageslicht. (Fulmer stellte dauerndes Wachstum bei 30° C 
fest, wenn er jeden zweiten Tag umziichtete.) Bemerkens- 
werterweise verliuft die Giirung mit weiterer Fortzucht immer 
langsamer und schwiicher. 

3. Der Glykogengehalt der meisten Hefezellen nimmt im 
Verlauf der Fortzucht rasch ab und nach mehriacher Um- 
ziichtung degeneriert die Hefe. Ks treten Involutionsformen 
auf und am Ende der III. Zucht ist ein sehr hoher Prozent- 
satz der Hefezellen tot. 

4. Zu gleicher Zeit kann durch die Fluorescenzmethode 
Koproporphyrin in der Hefezelle festgestellt werden, wahrend 
Porphyrin in Lésung nieht nachgewiesen werden kann. Die 
Zahl dieser Zellen ist anniihernd gleich dem Prozentsatz toter 
Zellen. In Autolyse begriffene Zellen fluorescieren am stiirksten. 

5. Ziichtet man diese Hefe fort, so verschwinden zunichst 
die Koprozellen ebenso wie die toten, um am Ende der LY. Zucht 
wieder aufzutreten. 

6. Die Nibrlésung wird mit dem Verschwinden der fluores- 
cierenden Zellen porphyrinhaltig. 
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7. Dem Fluorescieren der Hefezellen im Sinne der An- 
wesenheit von Porphyrin geht ein Stadium vorher, in welchem 
die Zellen In verschiedenen Farben fluorescieren und noch am 
Leben sind. Mit dieser Fluorescenz ist kein bandenférmiges 
Emissionsspektrum verbunden. 

8. Bei Gegenwart sehr zahlreicher fluorescierender (und 
toter) Zellen tritt kein Cytochromspektrum auf.}) 

Diese bemerkenswerten Ergebnisse erfordern vor allem in 
einem Punkte noch Aufklirung: Ist die Ubereinstimmung der 
Prozentzahl fluorescierender Zellen (welche, da im Dunkelfeld 
beobachtet werden mu, nur durch Schatzung ermittelt werden 
kann), mit jener der toten Zellen so zu deuten, daB erstere 
alle tot sind? Klarheit iiber diese Frage ist von prinzipieller 
Bedeutung und wird durch folgenden vielmals wiederholten 
Versuch erbracht: 

Von der IV. Zucht aus Stamm ,,67 wird ein Ausstrich auf 
einem mit EKiweiB—Glycerinhauch (zwecks Festkleben der Zellen) 
versehenen Objekttrager vorsichtig lufttrocken gemacht, wobei 
anzunehmen ist, daB die Zellen nicht tibermiBig geschiadigt 
oder gar abgetétet werden. Unter tiberhéhtem Deckglas, so 
daB auf einfache Weise Farbe und Waschfliissigkeit durch- 
gesogen werden kénnen, wird untersucht. 

Im ultravioletten Licht lassen sich drei Zelltypen unter- 
scheiden: a) nicht fluorescierende, b) intensiv karmoisinrot 
tluorescierende Zellen mit Porphyrinspektrum, c) in anderer 
Farbe zumeist griinlich ftluorescierende Zellen mit diffuser Auf- 
hellung des Spektrums. Auf Zellen jeder dieser T'ypen wird 
in mehreren Priparaten der Reihe nach mit dem Zeigerokular 
eingestellt und die betrefiende Zelle sodann bei durchfallendem 
Licht im Hellfeld weiter beobachtet, wiihrend Methylenblau- 
lésung 1:10000 unter dem Deckglas durchgesogen wird. Es 
ergibt sich, dab die Zellen der Gruppe a) keinen Farbstoft 
aufnehmen. Die Zellen der Gruppe b) nehmen den Farb- 
stoff sogleich an und halten ihn nach sofortigem 





1) Bei frischen Hefen war letzteres mindestens auf Zusatz von 
Natriumhydrosulfit stets deutlich erkenubar. Exakte Messungen sind 
jedoch bis jetzt nicht vorgenommen worden. 
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Waschen mit destilliertem Wasser fest, sind also tot. 
Die der Gruppe c) erweisen sich zum Teil als ebenfalls an- 
farbbar. 

Dieser Versuch ist, wie erwihnt, wegen seiner groBen 
Tragweite sehr oft auch an anderen geeigneten Koprohefe- 
zellen mit stets gleichem Hrgebnis wiederholt worden. Bei 
einer mir von Herrn Dr. Fink zur Untersuchung vorgelegten 
Hefereinkultur (aus einer II. Zucht in Mineralnihrlésung) fand 
ich etwa 10—15°/, fluorescierender Zellen mit Porphyrin- 
spektrum. Waschen mit Wasser allein inderte uichts an der 
Fluorescenz. Es wurde nun Methylenblaulésung zwischen Prii- 
parat und Deckglas durchgesogen. 11°/, der Zellen nahmen 
sie sofort auf. Dann wurde zur Beseitigung des iiberschiissigen 
Methylenblaus mit Leitungswasser sofort nachgespiilt. Brachte 
man nun neuerdings das Praparat in den Strahlengang kurz- 
welligen Lichts, so war keine einzige fluorescierende Zelle 
mehr zu finden. Mit anderen Worten: Alle vorher fiuores- 
cierenden Zellen haben Methylenblau aufgenommen, wodurch 
ihre weitere Fluorescenz unterdriickt wurde und unter den 
lebenden war keine Koprozelle. Dies laBt kaum einen Zweifel 
dariiber, daB diese Koprozellen tot sind. 

Die Bedeutung dieser Versuche liegt zunachst darin, dab 
Kulturen verschiedener Heferassen weitgehendste Uberein- 
stimmung aufzuweisen haben und somit Zutallsbefunde bereits 
in hohem Ma8e unwahrscheinlich gemacht werden. Morpho- 
logisch ist festzuhalten, da unter obigen Bedingungen im 
Verlaufe mehrerer Uberimpfungen eine Degeneration der Hefe- 
zellen nach volliger Verarmung an Reservestoffen eintritt. Der 
direkte Nachweis von Koproporphyrin in der Hefezelle ist erst 
mit ihrem T'ode zu fiihren und es wire demnach verstindlich, 
daB eine weitere Synthese zu Koprohiimin niemals beobachtet 
wurde, da die einmal mit Koproporphyrin angereicherte Zelle 
dies nicht zu tiberleben scheint.') Man darf somit auch mit 
dem Begriff der ,Koprohefe“ nicht die Vorstellung von etwas 
Kinheitlichem verbinden, vielmehr wiire demnach durch je- 


1) Damit ist noch nicht gesagt, daB jede tote Hefezelle Koprozelle ist. 
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weilige Untersuchung nach dem Fluorescenzverfahren der 
Prozentsatz der wirklichen Koprohefezellen  festzustellen, 
wenn diese zum Ausgangspunkt weiterer Untersuchungen ge- 
macht wird. 

Friihere, sowie eigene, ad hoc angestelite Versuche iiber 
das Verhalten von Koprohefe, in Bierwiirze zuriickgebracht, 
miissen wohl so gedeutet werden, daB die Riickkehr zum Nor- 
malen bis zu gewissem Grade eine scheinbare ist und von 
jenen Zellen neues Wachstum ausgeht, die noch nicht Kopro- 
zellen waren. In gleicher Weise erfolgt die weitere Ver- 
mehrung von Koprohefe in Mineralnihrlésung, wiihrend die 
toten Koprozellen rasch autolysieren und zunichst Nahrmaterial 
fiir die neue Kultur — aber auch Koproporphyrin — in Frei- 
heit setzen. Nur so vermag ich die Tatsache zu deuten, daB 
nach Auftreten von zahlreichen Koprozellen am Ende der 
III. Zucht, am 4. Tag der LV. Zucht keine einzige fluorescierende 
Zelle mehr zu finden ist und auch tote Zellen kaum mehr 
vorhanden sind, dagegen Porphyrin in der Lisung nachgewiesen 
werden kann. Erst mit dem vdélligen Verbrauch von allem 
vergirungsfahigen Material kommt es erneut zur Porphyrin- 
anreicherung in den Zellen selbst und man findet wieder zahl- 
reiche tote Koprohefezellen. 

Wie wichtig es ist, fortlaufende Untersuchungen bei der- 
artigen Versuchen anzustellen und sich nicht nach selbstver- 
stiindlicher genauester Untersuchung des Ausgangsmaterials 
bzw. der I. Zucht damit zu begniigen, etwa erst wieder die 
IV. Zucht als ausschlaggebend zu untersuchen, geht ebentalls 
aus diesen Versuchen hervor. Die Frage der primiiren Syn- 
these von Koproporphyrin durch die Hefezelle wiirde hierdurch 
eine unrichtige Beleuchtung erhalten. Scheint doch hier die 
Moglichkeit der Aufnahme aus der porphyrinbaltig gewordenen 
Nahrlésung zu bestehen. Beachtet man jedoch die Porphyrin- 
anreicherung der Zellen gegen Ende der III. Zucht, so scheidet 
diese Miéglichkeit sofort aus, denn das umgebeude Nahrmedium 
ist auch in Spuren frei von Porphyrin. Die Annahme einer 
Porphyrinaufnahme der zur ersten Impfung verwendeten Hefe- 
zellen aus der Bierwiirze, in der sie geziichtet wurden (Begleit- 
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farbstoffe kénnten ja eine Fluorescenz zunichst unterdriicken!) 
und der sukzessiven Aufnahme bei deren Zugrundegehen durch 
andere Zellen usw. liBt neben anderen groBen Unwahrschein- 
lichkeiten die quantitativen Verhiltnisse auBer acht. 

Der Aufnahme von Porphyrin aus fliissigem Medium scheint 
nach allen Versuchen, die ich in dieser Richtung hin unter- 
nommen habe, die Hefezelle (vermége ihrer Zellmembran?) 
energischen Widerstand entgegenzusetzen und wenn man nicht 
recht betriichtliche Konzentrationen (m/1000) anwendet, kommt 
es auf diesem Wege iiberhaupt nicht im Experiment zur Por- 
phyrinanreicherung. Ich werde hierauf bei den Himinunter- 
suchungen noch zuriickkommen. 

Da die durch Reinkultur in Pasteurkélbchen erhaltene 
Hefemenge zur Himinbestimmung durch Spektrophotometrie 
keinesfalls in Frage kam, solche Bestimmungen aber aus den 
eingangs erwihnten Griinden sich als unbedingt notwendig er- 
wiesen, muBten fiirs erste die Reinkulturen aufgegeben werden, 
um in gréSerem MaBstabe arbeiten zu kénnen. Peinliche 
Sauberkeit vermag iibrigens, auch wenn man nicht unter sterilen 
Kautelen arbeitet, fiir kiirzere Zeit Infektionen zu vermeiden, 
zumal die giirende Hefe schon von sich aus dieselben zu unter- 
driicken imstande ist. 

Von der Brauchbarkeit der spektrophotometrischen Himuin- 
bestimmung zur Erlangung vergleichbarer Werte konnte ich 
mich durch mehrfache Messungen reiner Himinextrakte be- 
kannter Konzentration iiberzeugen. So wurde, um einige 
Beispiele herauszugreifen, bei berechneter Konzentration 
ec = 0,001589 {mg / ccm), durch Spektrophotometrie gefunden 
c=0,001557 und von c=0,00102 in gleicher Weise c=0,00099, 
was einem Fehler von noch nicht 3°), gleichkommt. Das 
Weitere hieriiber wurde im allgemeinen Teil bereits gesagt. 

Die folgenden Versuche bezweckten, den im Spektrum als 
Hiimochromogen imponierenden Kérper in Protoporphyrin iiber- 
zufiihren, um so zu erkennen, ob nicht etwa primir neben 
ersterem auch Koprohiimin vorhanden sei und durch Uberlage- 
rung sich des spektralen Nachweises entzichen wiirde. In diesem 
Falle miiBte neben Protoporphyrin auch Koproporphyrin nach- 


, 
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weisbar sein. Die Versuche bieten aber auch gleichzeitig eine 
gute Selbstkontrolle der Methodik. Die Enteisenung erfolgte 
nach der Kisessig/Hydrazinhydratmethode nach Papendieck- 
Bonath. Zur Untersuchung kam untergirige Bierhefe der 
hiesigen Lowenbrauerei. Die Ergebnisse gehen aus folgenden 
Tabellen hervor. 





























Enteisenung durch Ss. 
} gate ° 
Hefemenge 2 °/,iges Himin Protop. Fi 
Eg.-Hydraz. 2 
1.10g Frischhefe keine 0,073 mg fehlt 
2. 10g gleicher Hefe } 14 stiind. Einwirkg.| —fehlt 0,068 mg 
von 100 ecm +2 
3.10 ¢ 5 , | l4stiind. Einwirkg. - 0,064 mg ic 
von 200 ccm 
8a. dieselbe Hefe Weitere 48 Stdn. - nur schwache | | 
Einwirkung Fluorescenz 
Ferner enthielten: 
Enteisenung durch = 
Hefemenge 100 cem 2°/,iges | Himin Protop. a 
Eg.-Hydraz. - 


1.10 g Frischhefe keine 0,091 mg felt 























2. 10 g gleicher Hefe | 3 stiind. Einwirkg.|  fehlt 0,091mg |} é. 
We » » }24stiind. Einwirkg. . 0,089 mg s 


Das Himin in der Hefe ist demnach ausschlieBlich Proto- 
himin. Die Enteisenung erfolgt schon durch 3 stiindige Ein- 
wirkung von 100 ccm 2°/,iges Eg.-Hydraz. praktisch vollstindig. 

Die in untergiriger Lowenbrauereihete gefundenen Hiimin- 
mengen betrugen durchschnittlich 5—7 mg pro Kilo und bei 
meinen zahlreichen diesbeziiglichen Untersuchungen erreichte 
die Himinmenge in keinem Falle 10 mg pro Kilo. So muBte es 
auffallen, als bei einem Ansatz solcher Hefe in Nihrlésung A 
nach 4 Monaten ruhigen Stehens bei 21° C ein Himingehalt 
von 13,6mg pro Kilo gefunden wurde. 

Dies war Veranlassung, nach den Bedingungen und Ur- 
sachen der Hiiminvermehrung zu suchen. Nach einigen tasten- 
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den Versuchen, in welchen die Nahrlésung durch Weglassen 
von Salzen, Ersatz derselben durch andere, Wechsel der p,- 
Zahl, Anderung der N-Menge, der Temperatur usw. variiert 
wurde, gewannen folgende Versuche in 10°/,iger Rohrzucker- 
lésung als Kulturmedium Bedeutung. 

Drei 10°/,ige Rohrzuckerlésungen wurden derart bereitet, 
daB einmal nur Leitungswasser, dann solches mit 50°/. destil- 
liertem und endlich nur letzteres verwendet wurde. In je 
1 Liter dieser Lésungen wurden 200 g untergiiriger Léwenbriu- 
hefe, deren Hamingehalt vorher mit 5,7 mg pro Kilo bestimmt 
war, suspendiert. In 10g dieser Hefe waren nur Spuren von 
Koproporphyrin durch Pyrindinextraktion nachzuweisen. Die 
Ansitze standen bei 21° C, 

Die Untersuchung nach dem Fluorescenzverfahren ergibt 
nach 10 Tagen in den verschiedenen Ansitzen bei etwa 10 
bis 20°/, aller Zellen primire und sekundire Porphyrinfluores- 
cenz, welche sich nur auf gewisse zentrale Partien der Zelle 
erstreckt, also méglcherweise an Zellgranula gebunden ist. 
Das Spektrum ist nicht einheitlich, spricht jedoch vorwiegend 
fiir Koproporphyrin. Die fluorescierenden Zellen farben sich 
mit Methylenblau und es ergibt sich an toten Zellen ein Pro- 
zentsatz von 8, 13 und 23 (in der Reihenfolge obiger Ansitze’, 
auBerdem bei den Ansa&tzen mit destilliertem Wasser viele In- 
volutionsformen. Die Haminuntersuchung stellt 17,0 bzw. 14,7 
und 12,8mg pro Kilo fest. 

In einem weiteren Versuche wurde die Hefemenge vari- 
iert. Von der gleichen Hefeart mit anfanglichem Hamingehalt 
von 5mg pro Kilo wurden 50 bzw. 100 und 300g in je einem 
Liter 10°/,iger Rohrzuckerlésung mit Leitungswasser angesetzt. 
Nach 14 Tagen wurde die Himinmenge beim ersten Ansatz 
mit 19,5, beim zweiten mit 17,0 und beim letzten mt 14.0 mg 
pro Kilo bestimmt und nach weiteren 14 Tagen ergab sich 
beim ersten Versuch sogar eine Anreicherung auf das Zehn- 
fache, nimlich 51mg pro Kilo. Bei den beiden anderen Ver- 
suchen war in dieser Zeit Fiulnis eingetreten. Gleiche Er- 
gebnisse zeitigten GroBansitze (80 und mehr Kilo Hefe und 


bis zu 1}/, Liter Rohrzuckerlésung’. 
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Diese Ergebnisse kiénnten zunachst so gedeutet werden, 
daB die Hefezelle, bei dem iiberstiirzten GirprozeB vermehrt, 
Himin bildet, dann aber infolge giinzlichen Nahrstofimangels 
rasch zugrundegeht, wobei sich unter Umstinden auch die 
Koproporphyrinsynthese vollzieht. DaB diese Annahme eine 
irrige ist, und die Himinanreicherung auf ganz andere Art 
zustande kommt, lehrten mich folgende Versuche. 

Je 200g untergiirige Léwenbrauereihefe mit einem Himin- 
gehalt von 9mg pro Kilo = 1,88mg Gesamthimin werden in 
5- und 10°/,igem Alkohol ausgesit und 14 Tage bei 21°C 
stehen gelassen. Durch Abnutschen wird sodann die ganze 
Hefe wieder auf annaihernd PreBhefenkonsistenz gebracht und 
gefunden, dab sich die Hefemenge aus 5°/,igem Alkohol aut 
142g, die aus 10°/,igem Alkohol sogar auf 53g vermindert 
hat. Die Haminbestimmung ergibt nun 15,2 bzw. 35,0 mg in 
letzterem Falle pro Kilo Hefe berechnet, jedoch unter 
Beriicksichtigung der Gewichtsyerminderung beider Ansiatze 
2,1 bzw. 18mg Gesamthimin. 

Ks geht hieraus einwandfrei hervor, daB unter obigen 
Bedingungen eine Mehrproduktion von Himin nicht stattfindet, 
sondern da das von vielen zugrunde gegangenen Hefezellen 
in Freiheit gesetzte Himin von den iibrig gebliebenen Zellen 
quantitativ aufgenommen wird. 

Viele Versuche wurden unternommen, um die universelle 
Giiltigkeit dieser T’atsache festzustellen. Ich fand stets das 
gleiche Verhalten, so bei Bierhefe in Rohrzuckerlésung, in 
Mineralniihrlésung auch bei mehrfacher Uberimpfung, selbst 
in Bierwiirze. Branntweinhefe (Firma Wieninger in Rittsteig) 
in 10°/,iger Rohrzuckerlésung wurde liingere Zeit daraufhin 
beobachtet. Durch Zellzihlungen nach dem Prinzip der Blut- 
kérperchenziihlung und Gewichtsbestimmungen an jedem 3. Tage 
konnte der Wachstumsverlauf in einer Kurve festgelegt werden, 
ebenso auch der Hiimingehalt. Mit Ausnahme des kurzen An- 
stieges beider Kurven wiihrend der Giirung ergaben sich in 
der Folge nur ganz geringe Abweichungen der Wachstums- 
kurve von einer Geraden; die Branntweinhefe vertriigt eben 
noch leicht Alkoholkonzentrationen, welche der Bierhefe schon 
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schaden. Die Hiaminkurve geht der Wachstumskurve stets 
parallel. +) 

Aus den geschilderten Versuchen scheint mir als Schlug 
die GesetzmaBigkeit des in den Alkoholansiitzen beobachteten 
Verhaltens der Hefezelle, also die Anreicherungsméglichkeit 
an Hamin auf dem Wege der Resorption, hervorzugehen und 
es erscheint berechtigt, in diesem Sinne von einer Haminhefe 
zu sprechen. Weitere Untersuchungen iiber das Verhalten 
von Bierhefe in Alkohol geeigneter Konzentration weisen darauf 
hin, daB auch hier Koproporphyrin gebildet wird, voéllig unab- 
hingig von (Proto-)/Hamin. 

Aus reinem Athylalkohol und Leitungswasser (p,,!) wurde 
5, 10, 12 und 15°/,iger Alkohol hergestellt und in je 1 Liter 
davon 100 g Léwenbrauereihefe suspendiert. Die Resultate 
der Untersuchungen vor und nach 13 tagigem Stehen in diesen 
Lésungen lassen sich in Tabellenform am _ iibersichtlichsten 
wiedergeben. 














Vor Versuch Nach 13 Tagen 
; Tes | Tn anibigies a 
0 moe mz mz 
Alkohol te Gesamt. Porphy- = | Coan " 
ono! | g Hefe Gesamt- lit g Hefe Gesamt-  Koprop. 
himin “ himin i. d. Lésg. 
5 100 =| «(0,91 fehlt 50,7 0.89 - 
10 100 =| «(0,91 » 27,3 0384 | + 
12 100 =| 0,91 a 27.0 | 0.93 + 
' i 
15 100 | O91 |, 18.0 | 0,87 0,17 








Ich mu ferner darauf hinweisen. da8 bei mikroskopischer 
Untersuchung nach 13 Tagen tote Zellen kaum vorhanden 
waren, ebenso auch fluorescierende Zellen voéllig fehlten und 
die Alkohollésungen alle deutlich Biuretreaktion, dagegen keine 
auf genuines EiweiB gaben. Es erscheint die Annahme be- 
rechtigt, daB unter dem EintluB des ungiinstigen Mediums mit 
steigender Alkoholkonzentration immer mehr Hefezellen de- 

1) Uber den genauen Wachstumsverlauf besagt diese Kurve nichts, 
da hierzu in viel geringeren Abstinden untersucht werden miSte. Vel. 
auch O. Ludwig, Wachstumsverlanf von Hefe in Wirze. Biochem. 
Zs. Bd. 167, S. 384 (1926). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLAAVHL. 
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generierten und sich hierbei die Synthese von Koproporphyrin 
vollzog. Der rasche, zur vélligen Auflésung fiihrende Zerfall 
dieser toten Zellen — Vorgiinge, die innerhalb dieser 13 Tage 
schon vollig abgelaufen sein miissen und so der Untersuchung 
entgingen — machte zunachst die Lésungen reich an Kiweib- 
abbauprodukten, an Hamin und Koproporphyrin.  Erstere 
dienten vermutlich den iiberlebenden Zellen als willkommene 
N-Quelle.!) | Himin wurde quantitativ resorbiert, lediglich der 
Koproporphyrinaufnahme erwehrten sich die Zellen. Es ist 
bemerkenswert, da8 die koproporphyrinhaltigen Alkohollésungen 
primir nicht fluorescierten. Erst nach Ausithern der essig- 
sauren Lésung und Reinigung iiber HCl von den unerwiinschten 
Begleitfarbstoffen trat intensivste Rottluorescenz auf. 


SchluBbetrachtung. 


Wir haben an Reinkulturen verschiedener Heferassen ver- 
folgt, wie im Verlaufe der Fortzucht in Mineralnihrlisung die 
Hefe zur ,,Koprohefe“ wurde, was friihere Untersuchungsergeb- 
nisse von H.Fischer und Mitarbeitern bestitigt. Wir fanden 
ferner hier wie bei den Versuchen mit Brauhefe in Alkohol, 
da8 eine Porphyrinaufnahme vom umgebenden Medium nicht 
erfolgt, wie dies beim Protohimin im Gegensatz hierzu der 
Fall ist. Ebenso mu8 auf Grund der Alkoholversuche eine 
Synthese von Koproporphyrin aus Himin abgelehnt werden 
und es ergibt sich als logischer Schlu8 die Primirsynthese 
des Koproporphyrins durch die Hefezelle selbst, welche in 
diesem Stadium als degeneriert bezeichnet werden mu8. Brachten 
bisherige Untersuchungen auch keinen Beweis dafiir, daB auch 
die normale Hefezelle die Fiahigkeit dieser Synthese besitzt 
(nach dem KHisessig—Atherverfahren extrahierte H. Fischer 
schon friiher Koproporphyrin aus frischer Brau- und PreBhefe!), 
so ist doch mit ziemlicher Sicherheit anzunehmen, daB die An- 
lage hierzu physiologischerweise besteht. Es wire ohne Bei- 
spiel, daB die pathologisch entartete Zelle absolut neue Fihig- 
keiten erwirbt, wihrend sonst pathologisches Geschehen nur 


') Vgl. die S$. 65 Anm. 1 angefiihrte Arbeit u. a. 
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durch eine Minderung oder Steigerung vor dem harmonisch 
physiologischen ausgezeichnet ist. 

Der Nachweis von Koproporphyrin gelang bis jetzt nur 
in toten Zellen, und ,,.Koprohefe“ wiirde demnach ein Gemisch 
solcher Zellen mit lebenden, noch gir- und vermehrungsfahigen 
darstellen. Dies wiirde zu der schon vor langerer Zeit von 
H. Fischer in Betracht gezogenen Auffassung berechtigen, 
daB diese gewaltige Leistung der Koprohefezelle gewisser- 
maBen ihre letzte LebenséuBerung sei. Méglicherweise beruht 
jedoch der Zelitod nicht auf einer Giftwirkung des hohen Por- 
phyringehaltes selbst, sondern tritt erst unter dem HinfluB der 
Belichtung ein. Klarheit hieriiber zu gewinnen, diirfte ein dank- 
bares Feld weiterer Untersuchungen sein, wenn auch grove 
Schwierigkeiten zu erwarten sind, denn selbst bei Ausschaltung 
von diffusem Tageslicht kénnte die kurze, aber intensive Be- 
lichtung wiihrend der mikroskopischen und spektralen Unter- 
suchung den Lichttod der Zelle hervorrufen.") 


Meinem verehrten Chef, Herrn Professor Hans Fischer, 
danke ich yvielmals fiir die Anregung zu dieser Arbeit und 
seine weitgehende Unterstiitzung. Ferner erlaube ich mir, der 
Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft fir finanzielle 
Zuwendungen an dieser Stelle meinen wirmsten Dank auszu- 
sprechen. 





1) Letztere Annahme scheint iiberraschend schnell ihre Bestiitigung 
zu finden: In einer seit 9 Monaten unter vélligem Lichtabschlu8 ge- 
haltenen Hefe-Reinkultur in Nihrlésung B wurden lebende Kopro- 
zellen gefunden. 








Untersuchungen iiber die Gallensduren. 
XXVIII. Mitteilung. 


Beitrage uber die Natur des vierten Ringes. 


Von 
Heinrich Wieland und Fritz Voeke. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Mai 1928,) 


In der XXVI. Mitteilung') ist der oxydative Abbau der 
die Carboxylgruppe der Gallensiiuren an ihrem Ende tragenden 
Seitenkette durchgefiihrt worden. Ihre sukzessive Zerstérung 
fiihrte schlieBlich an den letzten der 4 Ringe, der unter Bildung 
einer Dicarbonsiure C,,H,,0,, der sogenannten Atiobilian- 
siure, aufgebrochen wurde. Da diese bei der thermischen 
Zersetzung ganz glatt in ihr Anhydrid iibergeht, kam man zu 
der Annahme, dab Ring IV ein Fiinfring sei; auBerdem lief 
sich aus dem Entstehen der Atiobiliansiiture schlieBen, daB 
das die Seitenkette bindende C-Atom dieses Ringes nur von 
Wasserstoff substituiert sei und daB8B ihm benachbart eine 
CH,-Gruppe stehe. Aus Wahrscheinlichkeitsgriinden, die in 
der letzten Abhandlung erértert sind, wurde angenommen, dab 
das bereits erschlossene kondensierte System der Ringe I, II 
und III (Formel I) mit den C-Atomen 10 und 11 kondensativ 


H, 
t aia ‘ regia a GH, 
Il 


H 10 Q | . 
I Hy, SN -* 1 7 CH: CH, -CH,-COOH 


20 22 23 24 


| | 
Hs PR «is 
HW, 4H, 





') Diese Zs. Bd. 161, S. 80 (1926). 
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an den vierten Ring angebaut sei. Die Elemente von Ring IV 
bringt das Schema II zur Anschauung. Die Haftstelle der 
Seitenkette ist nicht bestimmt. 

Nimmt man die geaiuBerte Vorstellung als gegeben, so 
fehlen von den 24 C-Atomen des Gesamtmolekiils noch drei, 
die als Alkyle (C,H,, C,H, + CH, oder 3CH,) an C,,, C,, 
oder C,, haften oder auf sie verteilt sein kénnen. Es wurde 
vermutungsweise eine Isopropylgruppe an C,, angenommen. 

Der miihevolle Weg, der beim Abbau der Cholansiiure 
C,,H,,0, zur Atiobiliansiure C,,H,,0, zuriickzulegen ist, hat 
uns vorliiufig abgehalten, von dieser Seite aus die Aufklirung 
der noch vorhandenen Einzelheiten der Konstitutionsaufgabe 
zu versuchen. Wir haben uns wieder dem Abbau zugewandt, 
der uns nach der oxydativen Zerstérung der Ringe I, II, III 
zu der monocyclischen Tetracarbonsaure C,,H,,0, (III) und 
von ihr aus, allerdings mit sehr schlechter Ausbeute, zur 
Tricarbonsaure C,,H,,0, (LV) gefihrt hat.) 


HOOC—~ SH, 


CH, 
111 ae 
HOOC—H,C—HO— ———H-CH- COOH 
| 
COOH 
A 
HOOC—~ Nu, 
IV | | 
HOOC—_____H. CH - COOH 


CH, 

Die Verarbeitung bedeutender Mengen von Desoxychol- 
siiure hat uns in den Besitz des zur Fortfiihrung der Ope- 
rationen erforderlichen Materials von Tetracarbonsiure gesetzt, 
aber unsere Versuche, Ring IV von der Seite der C-Atome 10 
und 11 aus in iibersichtlicher Weise zu d6ffnen, sind bisher 
noch nicht erfolgreich gewesen, obwohl es gelang, im Abbau 
aus der Siure C,,H,,O, zwei weitere C-Atome zu entfernen. 
Wir haben aber doch einige Feststellungen gemacht, die nicht 





1) Diese Zs. Bd. 134, S. 276 (1924). 
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ohne Interesse sind und die wir, um eine zu starke Haufung 
des experimentellen Materials zu verhindern, hier mitteilen 
wollen. 


I. Oxydation der Tetracarbonsaure mit Hydroperoxyd. 

Als wir bei der EHinwirkung von H,O, auf die Saure 
C,,H,,0, neben viel Essigsiure Aldehyd und Aceton erhielten, 
glaubten wir, die in Ring IV willkiirlich angenommene Iso- 
propylgruppe nachgewiesen zu haben; auch Desoxycholsiure 
gab bei der Oxydation mit Hydroperoxyd Aceton. Allein es 
zeigte sich, da auffallenderweise auch Verbindungen mit 
sekundiren Methylgruppen beim Kochen mit H,O, Aceton 
entstehen lassen. #-Methyladipinsaiure und a@-Methyl- 
glutarsaiure, die wir priiften, reagieren in dieser Weise, und 
da im Molekiil der Tetracarbonsiiure (III) das System V sich 
vorfindet, so kann nach Aufsprengung des Ringes von der 
anderen Seite her beim Ubergang von a und b in CO,H- 
Gruppen ein Zwischenprodukt entstehen, das leicht als Vor- 
stufe fiir Aceton erkannt wird. 

—C—C—CH-CO,H -—> HO,C—CH——CH-CO,H 

si re bu, (o,H CH, 
—> HO,C—CH—-CO —-»> CH,-CO-CH, + 2C0, . 
bo,H bu, 

In einem kleinen Rundkolben, dem ein Fraktionieraufsatz mit 
Glasschliff angefiigt ist, wurden 4 g Tetracarbonsiiure in 20 ccm 
Wasser suspendiert mit 15 ccm 6-proc. reinem Hydroperoxyd 
versetzt und liingere Zeit in gelindem Sieden erhalten, derart, 
da8 mit wenig Wasser die fliichtigen Reaktionsprodukte ab- 
destilliert wurden. Nach Verbrauch des Hydroperoxyds fiigte 
man erneut 15 ccm zu und setzte die Operation so lange fort, 
bis eine Probe des Destillats die Jodoformreaktion nicht mehr 
gab (etwa 5 Tage). Die vereinigten Destillate, 120 ccm, reagierten 
sauer, 10 ccm davon verbrauchten 11,5 cem n/10-KOH. Die 
Gesamtmenge wurde nach dieser Bestimmung mit 11 ccm 


n-KOH neutralisiert, Aceton und Aldehyd mit 60 cem Wasser 
abdestilliert und der Riickstand zur Trockne eingedampft. 
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Mit verdiinnter Schwefelsiure und etwas Bichromat ge- 
kocht, wurde die Saiure nicht oxydiert (keine Ameisensiure). 
Man destillierte sie erneut ab, das Destillat verbrauchte 9,5 ccm 
n-KOH. 


Analyse des daraus dargestellten Silbersalzes. 
6,521 mg Substanz gaben 4,202 mg Ag. 
C,H,0,Ag Ber. Ag 64,64 Gef. Ag 64,44. 

Es war also bei der Oxydation der Tetracarbonséure Essig- 
siure entstanden. Im Destillat vom Acetat wurde der Aldehyd 
durch 1/, tagiges Schiitteln mit frisch gefalltem Silberoxyd ent- 
fernt, dann destillierte man wiederum etwa 10 ccm Wasser 
ab. Dieses letzte Destillat gibt mit fuchsinschwefliger Saure 
keine Farbung mehr, dagegen sofort intensive Jodoformreaktion: 
mit p-Nitrophenylhydrazin bildete sich ein gelbes Hydrazon. 
Zum exakten Nachweis des Acetons schiittelte man das letzte 
Destillat nach Zugabe einiger Tropfen Lauge langere Zeit mit 
2 Tropfen Benzaldehyd. Am anderen Tag waren aus der an- 
fanglichen Triibung flimmernde Krystallblattchen geworden, 
die aus Alkohol umkrystallisiert, bei 111° schmolzen (Misch- 
probe mit Dibenzal-aceton), die charakteristischen Halo- 
chromie-Reaktionen dieses Ketons und darauf stimmende Ana- 
lysenwerte gaben. 


3,085 mg Substanz gaben 9,87 mg CO, und 1,61 mg H,0O. 
C,,H,,0 Ber. C 87,18 H 5,98 
Gef. ,, 87,25 5,84. 
Die Oxydation der anderen obengenannten Séuren mit Hydro- 
peroxyd wurde ebenso vorgenommen. Im Falle der §-Methyl- 
adipinsiiure wurde auch Dibenzalaceton vom Schmelzp. 111° 
dargestellt und durch Mischprobe eindeutig nachgewiesen. 


II. Uber die bei der Darstellung der Tetracarbonsiure Ga G, 
entstehenden Nebenprodukte. 


Die Mutterlaugen von der priaparativen Gewinnung der 
Saure (III) aus der Diketo-dicarbonsiure (VI), die dabei mit 
Salpetersiiure—Schwefelsiure in der Hitze oxydiert wird, ent- 
halten noch viel organisches Material. Da die Riickstande von 
der Verarbeitung von mehr als 10 kg Desoxycholsiure zur 


: 





72 Heinrich Wieland und Fritz Vocke, 


Verfiigung standen, wurde diese ganze Menge einer syste- 
matischen Verarbeitung unterworfen. Man konnte hoffen, 
Reaktionsprodukte aufzufinden, die etwas zur Konstitutions- 
frage zu sagen hatten. 


CH, 
Yi 
GH, C 
| | $C, ,H,,*CO,H 
CO C 
VI ie, a al 
C—oH, 
CH CO 


i 
HO,C-CH, CH, 

Zuerst fillte man die gesamte Schwefelsiure mit Barium- 
hydroxyd aus und dampfte die Lésung auf dem Wasserbad ein; 
beim Erkalten kam noch Tetracarbonsiure heraus, von der 
man absaugte. Die dicke Lésung wurde, auf mehrere Schalen 
verteilt, in Vakuumexsiccatoren iiber festem Atzkali und Schwefel- 
siure weitgehend eingetrocknet, das so erhaltene Harz lief 
man unter Ather stehen, wobei sich weitere Mengen der darin 
schwer lislichen Tetracarbonsiure abschieden. Die klare Ather- 
lésung wurde wieder eingedampft, der Riickstand in Wasser 
aufgenommen und in der Hitze mit heiB gesiittigter Baryt- 
lésung bis zur beginnenden alkalischen Reaktion gefiallt. Das 
Filtrat von den Barytsalzen wurde weiter mit Bleiessig gefillt, 
die Bleisalze wurden abgesaugt, griindlich mit heiBem Wasser 
gewaschen und alsbald mit verdiinnter Schwefelsiure zerlegt. 
Nachdem die Lésung schwefelsiure- und bleifrei gemacht war, 


wurde sie zur Trockne verdampft. Der im Exsiccator scharf 


getrocknete Riickstand betrug 100 g. Er wurde in der iiblichen 
Weise mit Methylalkohol und HCl verestert. Dabei entstanden 
in der Hauptsache saure Ester, die mit Diazomethan sehr 


hoch siedende, hier nicht interessierende Neutralester lieferten. | 


Die sauren Ester wurden von den neutralen der direkten Ver- 
esterung mit Sodalésung abgetrennt, die Neutralester wurden 
durch 3 malige Destillation in verschiedene Anteile geschieden. 


I. Etwa 5g. Siedep. 88—89°, 12 mm. 
Il. » 24 55 150—152°, 12 mm. 
Ill. Siedep. 160°, IV. 188°, V. bis 198°. 
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I gab bei der Verseifung mit n-alkoholischem KOH vor- 
wiegend Bernsteinsaure (Schmelzp. 183°, Mischprobe). Daneben 
wurde in beinahe gleicher Menge «-Methylglutarsiure isoliert 
(Schmelzp. 78°, Mischprobe). 

II wurde titrimetrisch verseift, indem gewogene Mengen 
mit einem UberschuB eingestellter alkoholischer Lauge 2 Stdn. 
unter RiickfiuB gekocht wurden; dann wurde das nicht ver- 
brauchte Alkali bestimmt. 


0,2696 und 0,2961 g Ester verbrauchten 3,3 und 3,7 ecm n-KOH. 


Diese Werte entsprechen einem Ester vom Agquivalent 
von 81,7 und 80. 

Zur Isolierung der Séure wurden die angesiuerten Lésungen 
zur Trockne verdampft, aus dem Riickstand lieB sich die 
organische Siure leicht durch Ather herausholen, nach dem 
Verdampfen des Lésungsmittels als fast farbloser Sirup. der 
nach einigem Stehen zu groBflichigen Prismen krystallisierte. 
Nach zweimaligem Umkrystallisieren aus konz. Salzsiiure blieb 
der Schmelzpunkt bei 134° stehen. Erhitzt man im Réhrchen 
weiter, so macht sich bei etwa 150° Zersetzung unter Gas- 
entwicklung bemerkbar. Die Siure ist sehr leicht lislich in 
Ather, Wasser, Alkohol, schwer in Benzol. Ihre Zusammen- 
setzung stimmt auf die Formel C.H,,0,. Sie ist optisch in- 
aktiv. 

3,84 mg Substanz gaben 6,19 mg CO, und 1,70 mg H,0. 

C,H,,O5 (190) Ber. C 44,20 H 
Gef. ., 43,96 3 4,94. 


25 


ur 


Die Verseifungszahl des Esters entspricht derjenigen, die 
sich vom Trimethylester der Tricarbonsiure C.H,,O, errechnet, 
232 


nimlich ——— = 77, wihrend oben $1 und 80 gefunden wurde. 


Von den 12 bekannten Tricarbonsiuren C_H,,O. hat die cis- 
a-Methyl-tricarballylsiure (VL) denselben Schmelzp. 134° 
wie die von uns erhaltene Siure. Die beiden sind jedoch 
nicht identisch, wie ein Vergleich zeigte. Die Léslichkeits- 
verhiltnisse stimmen nicht iiberein, das Gemisch der beiden 
Sauren schmilzt schon bei 120—122° (unscharf) und vor allem 
zeigt sich ein grundlegender Unterschied beim Erhitzen mit 
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verdiinnter Salzsiure im EKinschmelzrohr auf 200°. Wahrend 
die bekannte Siure nach Auwers?) unter diesen Bedingungen 
zur hdher schmelzenden trans-Form umgelagert wird — eine 
Angabe, die wir bestitigt haben —, spaltet unsere Sdure CO, 
ab und geht in e@-Methylglutarsaure (VII!) iiber. 

Wir erhitzten eine kleine Menge unseres Esters mit 
2n-Salzsiiure 16 Stunden lang auf 200°. Beim Offnen der 
Réhre war deutlich Uberdruck wahrzunehmen. Dann wurde 
die Lésung auf dem Wasserbad eingedampft. Der Riickstand 
erstarrte bald und die entstandene Sidiure schmolz nach dem 
Umkrystallisieren aus konz. Salzsiure bei 78—80° wie ein 
Priparat von e-Methylglutarsiure, mit dem gemischt das 
unsrige unverinderten Schmelzpunkt zeigte. 

3,618 mg Substanz gaben 6,55 mg CO, und 2,22 mg H,0. 


C,H,,0, (146) Ber. C 49,31 H 6,85 
Gef. ,, 49,38 » 6,87. 
VII VIII 
HO,C—~CH—CH-CH,-CO,H, | HO,C—CH-CH,-CH,-CO,H, 
| | | 
CH, CO,H OH, 
IX ‘i an x 
HO,C—C-CH,-CH,-CO,H, HO,C—CH-CH,-CH-CO,H , 
| 
0,H CO,H 


Nachdem gezeigt ist, daB die beim oxydativen Abbau der 
Desoxycholsiure von uns erhaltene Saéure in e-Methylglutar- 
siure und CO, zerfallt: 
C.H,,0, —*> C,H + CO,, 

mu in ihr eine Malonsiure vorliegen und zwar kann die ab- 
gespaltene CO,H-Gruppe am gleichen C-Atom wie Methyl (LX) 
oder an der methylfreien, dazu §-stindigen CH,-Gruppe (X) 
sitzen. 

Zwischen IX und X haben wir auf experimentellem Wege 
entschieden. Auwers?) hat durch Kondensation von Natrium- 


') Auwers, Kibner u. v. Meyenburg, Chem. Ber. Bd. 24, 
S. 2891 (1891). 
2) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 292, 8. 209 (1896). 
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methylmalonester mit 4-Jodpropionsiureester den Triithylester 

CH, 

opt JOHs CH. COR —> (RO,C):C-CH,-CH,-COR 
CH, 

der Saure IX dargestellt. Diesen Triaithylester haben wir 

durch Kochen mit Salzsiure verseift, die Liésung auf dem 

Wasserbad eingedampft und ohne groBe Miihe die Siure ge- 

wonnen, die im Schmelzpunkt (Mischprobe) und in allen Eigen- 

schaften mit der unsrigen identisch war. 

Welche Folgerungen lassen sich aus diesem neuen Be- 
fund fiir die Konstitution der Gallensiuren ziehen? Wenn wir 
diese Frage diskutieren, so setzen wir voraus, daB die «-Methy]- 
glutar-g¢-carbonsiure (IX) durch oxydative Sprengungen obne 
gleichzeitige Stellungsverschiebungen aus dem Grundgeriist des 
eingesetzten Materials (VI) herausgeschnitten worden ist. Wir 
halten es fiir sehr wahrscheinlich, daB diese Voraussetzung 
zutrifit. 

Dann kann die Methylgruppe nicht identisch sein mit der, 
die man schon lange als Bestandteil der Seitenkette des Gallen- 
siuremolekiils kennt. Die Formation (a), wie sie in der Di- 

C CH, CH, 
| | HOC. | 

a) O—C—C—CH,-CH,-COOH,  b y-c— 

H HOC’ 
ketodicarbonsiure C,,H,,O, (VI) noch vorhanden ist, kann un- 
moéglich durch Oxydation zu (b) umgewandelt werden. Daraus 
geht hervor, daB in der neu erschlossenen Methylgruppe eines 
der drei C-Atome enthalten sein muB, von denen oben die 
Rede war und deren Haftung an Ring IV. héchstwahrschein- 
lich ist. Wir kénnen weiter sagen, daB das C-Atom, das die 
Methylgruppe trigt, auch im urspriinglichen Molekiil mit allen 
4 Valenzen an Kohlenstoff gebunden sein muB, zudem mub 
ihm benachbart eie CH,-Gruppe stehen. Von der in der 
Siure IX weiter folgenden CH,-Gruppe kénnen wir dies nicht 
mit Sicherheit behaupten, denn diese zweite Methylengruppe 
kénnte auch sekundir durch CO,-Abspaltung aus einem zweiten 
Malonsiurekomplex hervorgegangen sein: 
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60H 
(HO,C);: C—CH,— CH: 
\cO,H 
CH, CH, 


-> (HO,C),:C—CH,-CH,-COOH + CO,, 


obwohl dafiir keine Anhaltspunkte vorliegen. Die quartire 
Natur des die neue Methylgruppe tragenden Kohleustofiatoms 
laBt fiir seine Position im Grundmolekiil nur die Stellen 10 
oder 11 iibrig; eine andere Haftstelle kann nicht mehr in 
Betracht kommen. Betrachten wir zuerst die zweite, wahr- 
scheinlichere Méglichkeit, daB jenes Kohlenstoffatom C,, sei. 
Dann 1a&t sich die- Entstehung der Saéure C_H,,0, zwanglos 
aus bekannten Tatsachen ableiten. 


CH, CH, CH, CH, 
12 il Pie Oe 
CH ay’ , wt, C——OOn 
138 11 i/o cnescialli 17 
las 1CO,H 10C0,H 


14 
| Ho,c. CMs 
H CO oe 


A ou 
CO,H—GH, GH, a 


bo 


10 CO,H isCH, 


19CO,H 


Das Molekiil der Diketo-dicarbonsiure C,,H,,0, (XI) wird 
durch die Oxydation im Sinne der durch die Formel gelegten 
Linienbahn durchschnitten. In ahnlicher Weise kénnte die 
Kette der a-Methylglutar-carbonsiure aus Ring IV gebildet 
werden, wenn in 17 und 18 sich ebenfalls CH,-Gruppen be- 
finden.!) Wir deuten dies in Schema 2 an. 

Stiinde die neu gefundene CH,-Gruppe an C,,, dann wire 
die Bildung der 'Tricarbonsiure auf direktem Wege, d. h. nicht 
iiber eine Tetracarbonsiure, nur verstiindlich, wenn C,, und C,, 
Methylengruppen wiiren. An einem dieser beiden Kohlen- 





') Wenn dies zutrife, wiire die ganze Konstitutionsfrage ab- 
gesechlossen. Denn dann bliebe als Haftstelle fiir die beiden letzten 
C-Atome nur noch C,,, an das sie als Athylgruppe gebunden sein 
miBten. 
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stoffatome haftet aber mit groBer Wahrscheinlichkeit die Seiten- 
kette. Darum geben wir der Formel mit Methyl an C,, den 
Vorzug. 

Um keine Méglichkeit auBer acht zu lassen, wollen wir 
schlieBlich noch darauf hinweisen, daB man auch an halbseitige 
Oxydation eines yem.-substituierten Kohlenstoffatoms nach dem 
Schema 

H.C CH, H.C, CH, HO,C CH, 
f \7Z ‘a 
—C—C—CH,— oder —C-—CG—CH,—.—> HO,C—C—CH,— 
denken kénnte. Beispiele fiir einen solchen Vorgang sind uns 


indessen nicht bekannt. 


a-Methylglutarséure ist schon mehrfach, zuerst von Panzer 
beim oxydativen Abbau der Cholsiiure angetroffen worden. Man hat 
ihre Entstehung auf die Abspaltung der Seitenkette nach Sprengung 
von Ring IV zuriickgefiihrt. Man kénnte sie jetzt auch als sekundires 
Produkt der Decarboxylierung unserer Tricarbonsiéure ansehen, aber dies 
nur, wenn der Reaktionsverlauf nach 2 zutrifft, denn 1 wire dann aus- 
geschlossen, weil die Cholsiure in C,, durch OH substituiert ist. 


III. Abbauversuche mit der Tetracarbonsaure C,,H,,O,. 


Die miBlichen Ausbeuten, mit denen sich die Tetra- 
carbonsiure durch thermische Zersetzung in ihre Brenzsaure, 
die Keto-dicarbonsiure C,,H,,O, tberfiihren labt, haben 
Versuche veranlaBt, diese Reaktion unter Heranziehung der 
sauren Ester giinstiger zu gestalten. Wir haben uns daher 
deren niherem Studium zugewandt. 

Trimethylester. Sattigt man die Lésung der Saure in 
der fiinffachen Menge Methylalkohol mit Salzsiuregas, so kry- 
stallisiert nach einiger Zeit der Trimethylester in schénen 
Prismen aus. Man saugt ab und krystallisiert aus HCl-hal- 
tigem Methylalkohol oder aus dem mit etwas Wasser ver- 
diinnten Lésungsmittel um. Schmelzp. 100° Bei Aufarbei- 
tung der Mutterlauge ist die Ausbeute nahezu quantitativ. 

3,554 mg Substanz gaben 7,74 mg CO, und 2,47 mg H,0O. 

C,oHs.0, (386) Ber. C 59,07 H 7,77 
Gef. ,, 59,40 ~ tare 
Titration. 0,1700 g: 4,53 cem n/10-KOH. 
Aquivalent: Ber. 386 Gef. 375. 
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Der Ester ist in den meisten organischen Lisungsmitteln 
leicht léslich, unléslich in Wasser. 

Die Veresterung der vierten Carboxylgruppe gelingt auf 
dem iiblichen Weg der Veresterung in keiner Weise. Auch 
wenn man mehrere Stunden lang das Kinleiten von HCl in 
die siedende Lésung des Trimethylesters fortsetzt, geht der 
ProzeB nicht weiter. 

Diese Beobachtung, der wir noch einige andere gleicher 
Art anschlieBen werden, deutet darauf hin, daB eine der 
4CO,H-Gruppen in ihrer Reaktionsfihigkeit weit hinter den 
anderen zuriicksteht. Nach den bekannten Untersuchungen 
von Viktor Meyer gilt dies fiir Carboxyl, das an dreifach 
substituiertem Kohlenstoffatom gebunden ist, eines der ersten 
Beispiele fiir die sogen. sterische Hinderung. 

Wir sehen in diesem Verhalten der Tetracarbonsaure eine 
schéne Bestiitigung fiir die im vorhergehenden Kapitel ge- 
brachte Ableitung, nach der C,, des Gallensiuremolekiils eine 
CH,-Gruppe trigt. Mit ihr ist die CO,H-Gruppe an C,, 
gemiB Formel XII in aller Schirfe als reaktionstrige ge- 
kennzeichnet. 


CH, 
| 
HO,C—C7;—— "\ 
C,H, CH.. 
XI / 
HO,C—-H,C—CH—C———--CH 
| | 
CO,H CH-CH, 


| 
CO,H 


Der Triithylester entsteht beim Kochen der Siure mit 
Athylalkohol und Schwefelsiiure in quantitativer Ausbeute. 
Lange weiche Nadeln vom Schmelzp. 108°. 

Dimethylester. Beim Einleiten von Salzsiuregas in die 
mit EKiswasser gekiihlte Lisung von 5 g Tetracarbonsiiure in 
40 ccm Methylalkohol scheidet sich bald ein voluminéser farb- 
loser Niederschlag aus, der abgesaugt und getrocknet wird. 
Zur Reinigung extrahiert man aus der Hiilse mit Ather und 
list das nach einiger Zeit Ungeliéste in der nétigen Menge 
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kalter n/10-KOH. Siauert man nun die Lésung in der Hitze 
an, so bleibt sie zunachst klar, scheidet aber beim Erkalten 
den zweifach sauren Ester in langen Nadeln aus. Schmelz- 
punkt 167°. Ausbeute 2 g. 


0,137 g: 7,4 eem n/10-KOH. Aquivalent. Ber. 186 Gef. 185. 


Monomethylester. Dieser dreifach saure Ester ist 
durch direkte Veresterung nicht zu gewinnen. Dagegen erhilt 
man ihn durch Verseifung des neutralen Esters, der schon 
friiher beschrieben wurde.’ 

10 g Tetramethylester werden mit 40 ccm 20°/,igem methyl- 
alkoh. Kali 1 Stunde lang auf dem Wasserbad im Sieden gehalten. 
Nach dem Erkalten saugt man das als dicker Krystallbrei 
abgeschiedene Trikaliumsalz des einfachen Esters ab. Es wird 
nach dem Trocknen mit einem kleinen Uberschu8 von Salz- 
siure zerlegt, dann dampft man die Lésung, in der sich der 
in Wasser leicht lésliche Ester betindet, zur Trockne und 
extrahiert den Riickstand mit Ather, aus dem sich das Re- 
aktionsprodukt krystallisiert ausscheidet; 6g. Durch erneute 
Extraktion aus der Hiilse mit Ather wird das Praparat zur 
Analyse umkrystallisiert. Schmelzp. 163°. 


3,357 mg Substanz gaben 7,02 mg CO, und 2,19 mg H,O. 


C,,H.,0, (358) Ber. C 56,98 H 7,26 
Gef. ,, 57,03 >. th 
0,2366 g Substanz brauchten 20,1 cem n/10-KOH. 
Aquivalent: Ber. 119 Gef. 117. 


Saiuert man die wiBrige Lésung des Trikalumsalzes mit 
*/, der zur Neutralisation erforderlichen Menge Salzsiure an, 
so krystallisiert das schéne primaire Kaliumsalz des drei- 
fach sauren Ksters aus. Es kann aus Methylalkohol umkry- 
stallisiert werden. 

Als besonders charakteristisch wurde von ihm eine 
OCH,-Bestimmung ausgefiihrt. 


6,356 mg Substanz (im Vakuum bei 80° zur Konstanz getrocknet): 
3,70 mg AgJ. 





1) Diese Zs. Bd. 134, S, 286 (1924). 
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C,,H,,0,K (396) _ Ber. OCH, 7,83 
Gef. » 80. 

Obwohl bei der Verseifung des neutralen Esters die 
1'/,fache Menge Alkali zur Verwendung gekommen ist, ist 
eine Kstergruppe unverseift geblieben. Der oben beschriebene 
‘Trimethylester dagegen wird unter den gleichen Bedingungen 
glatt zur Tetracarbonsiure zuriick gespalten. 

Ebenso laBt sich der Dimethylester der Keto-dicarbon- 
siure C,,H,,0O, (Schmelzp.56°), die gemaB der Formel 

CH, 

co—o—¢ 

[| | >CH, 

CH, C—C-CH-CO,H 

Vi OHs 

60,4 
kein behindertes Carboxyl besitzt, leicht verseifen. 
0,240 g Substanz verbrauchten 1,55 cem n-KOH. 
Aquivalent: Ber. 155 Gef. 155. 

Aus der angesiuerten Lésung krystallisierte nach dem 
Kinengen die freie Brenzsaure aus. 

Keiner der dargestellten sauren Ester hat bei der Brenz- 
reaktion brauchbare Resultate ergeben. Auch Versuche, mit 
Hilfe der Grignardschen Reaktion den Abbau durchzufihren, 
so wie dies vom Cholansiureester aus gelungen ist, wurden 
nicht weiter verfolgt, da sich zu komplizierte Verhiltnisse er- 
gaben. 

Der ‘T'rimethylester wurde in der friiher mehrfach be- 
schriebenen Weise mit einem Uberschu8 von Phenylmagnesium- 
bromid umgesetzt. Nach Verdampfen des Athers erhitzte man 
4 Stunden auf dem Wasserbad, zersetzte wie iiblich, blies das 
entstandene Diphenyl ab und verseifte mit 10-proz. alkoholi- 
scher Kalilauge. Der Neutralteil, aus 5 g Ester 9 g, wurde 
mit einem Uberschu8 von CrO, energisch oxydiert. Die ge- 
bildete S&ure schmolz, aus Eisessig umkrystallisiert, bei 226° 
bis 227°. Anscheinend ist bei der Grignardreaktion auch 
die freie CO,H-Gruppe umgesetzt worden. 
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3,233 mg Substanz gaben 9,25 wg CO, und 2,00 mg H,O. 
C,,H,,0, (430) Ber. C 78,15 H 7,03 
Gef. ,, 78,05 » 6,92. 
Vom Tetramethylester aus entstand eine offenbar isomere 
Saure vom Schmelzp. 155°. 
4,280 mg Substanz gaben 12,265 mg CO, und 2,675 mg H,O. 
Ci,H 5,9, Ber. C 78,15 H 7,03 
Gef. ., 78,15 ae, dae 


IV. Abbauversuche nach Curtius. 

Der neutrale Ester, den wir, um Diazomethan zu sparen, 
aus dem Trimethylester mit quantitativer Ausbeute bereiteten, 
reagiert auBerordentlich leicht mit Hydrazinhydrat. Auch hier 
bleibt selbst bei langerer Einwirkung der Base die vierte 
Estergruppe unversehrt. Was man in guter Ausbeute erhalt, 
ist das Methylester-trihydrazid. 10g Ester werden mit 
15 ccm Athylalkohol und 6 g Hydrazinhydrat 1/, Stunde lang 
auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. Der beim Erkalten 
sich bildende Krystallbrei stellt die reine Verbindung dar, die 
fiir weitere Versuche direkt benutzt, zur Analyse aus ver- 
diinntem Alkohol umkrystallisiert wurde. GroBe  farblose 
Prismen vom unscharfen Schmelzp. 145° (unter Zersetzung). 
Das Hydrazid ist in Wasser leicht léslich, schwer in Alkohol, 
unléslich in den meisten anderen Liésungsmitteln. Es enthialt 
Krystallwasser, das erst bei langem Trocknen im Vakuum bei 
100° entfernt wird. 


2,990 mg Substanz gaben 0,576 eem N, (719 mm, 19°) 
5,381 mg ‘ » 8,05 mg AgJ. 
C,,H;,0,N, (400) Ber. N 21,00 OCH, 7,75 
Gef. ,, 21,30 ~~: <a 


Trocknet man bei 50° im Vakuum zur Konstanz. so er- 
halt man das Monohydrat. 


- 


3,904 mg Substanz gaben 6,98 mg CO, und 2,86 mg H,0. 
4,812 mg ie » 0,789 ecm Ny, (18°, 714 mm). 
5,690, 5,381 mg Substanz gaben 2,98, 3,05 mg AgJ. 
C,;H;,0,N,*H,O (418). 
Ber. C 48,8 H 8,13 N 20,09 OCH, 7,44 
Gef. ,, 48,76 . 8,20 » 19,92 1» 6,92, 7,49. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXVIL. 6 
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Zur Darstellung des Azids werden 4,1 g Hydrazid unter 
Schiitteln in 150 ccm kalten Wassers gelést, dazu fiigt man 
die Lésung von 2,2 g Natriumnitrit und laft nun unter Eis- 
kiihlung 30 ccm n-HCl langsam eintropfen. Schwache Stick- 
stoffentwicklung. Das Azid scheidet sich als teigige Masse 
ab; es wird in Ather aufgenommen, wobei geringe Mengen 
unléslicher Nebenprodukte zuriickbleiben. Nach dem Trocknen 
der Atherlésung mit Calciumchlorid wird der Ather im Va- 
kuum weggedampft und der harzige Riickstand mit 30 ccm 
Alkohol auf dem. Wasserbad erwairmt, anfangs wahrend der 
lebhaften N,-Entwicklung vorsichtig, wenn diese voriiber ist, 
noch 2 Stunden unter Sieden des Lésungsmittels. Dann wird 
der Alkohol verdampft, das rohe Urethan, das als Sirup 
zuriickbleibt, 3 g, wird mit 30 ccm konzentrierter Salzsaure im 
EinschluBrohr 4 Stunden lang auf 120° erhitzt. Nach dem 
Erkalten wird das Rohr an der Flamme gedfinet — ein mit 
griiner Flamme brennendes Gas erweist sich als Methylchlorid — 
und die hellbraune Lésung auf dem Wasserbad eingedampit. 
Meist hat man zuvor von einigen dunklen Flocken abzu- 
filtrieren. Der trockne Riickstand wird mit absolutem Alkohol 
verrieben, in dem er sich anfangs zum groBen Teil lést, um 
bald eine feine Krystallisation erscheinen zu lassen, das Chlor- 
hydrat der entstandenen Triaminosiure. Die Mutterlaugen. 
die von mehreren Ansiitzen vereinigt wurden, geben bei wieder- 
holter Spaltung mit Salzsiure eine abermalige Krystallisation, 
so daB im ganzen 1,6—1,7 g Chlorhydrat aus 3 g Urethan ge- 
wonnen werden. Zur Reinigung fiir die Analyse hat man die 
heiBe wiiBrige Lésung des Rohproduktes mit etwas Tierkohle 
entfirbt, das Salz wie vorher zur Krystallisation gebracht und 
nun aus seiner methylalkoholischen Lésung durch vorsichtigen 
Atherzusatz langsam krystallisieren lassen. Zu Rosetten an- 
geordnete Nidelchen vom Schmelzp. 250° (unter Zersetzung). 
Sehr leicht léslich in Wasser, weniger in Methylalkohol, 
schwer lislich in Athylalkohol. 


4,662 mg Substanz gaben 0,470 cem N, (22°, 718 mm), 
4,127 mg ic », 0,417 ecem Ny, (20°, 721 mm). 


0,1146 g ’9 » 9,25 ecem n 10-AgNQ,. 
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Gef. , 11.02, 11,17 ., 28.66. 

Umsetzung des Chlorhydrats mit Chlor. Die Ver- 
suche, die Aminogruppen durch ee oder unter- 
bromige Saure oxydativ zu entfernen, fiihrten nicht zum Ziel 
Es trat in allen Fallen Halogen su sodiluheliaa an den Stick- 
stoff und die gebildet . Willems waren dem weiteren 
Abbau nicht zugin lich Durch Einwirkung von Chlor lieBen 
sich nur 2NH,-Gruppen 
durch Lactambildun ng 
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sprechende Menge Jod in Freiheit. 


Einige Versuche mit der Tricarbonsaure C.,H,.0 
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lung lieB man so lange verdiinnte Salzsiure zutropfen, bis Jod- 
kalium-Starkepapier gebliut wurde, nahm das sich schmierig 
ausscheidende Azid in Ather auf und verarbeitete das Produkt 
auf Urethan und Aminosdure genau ebenso, wie dies vorher 
fir den Abbau der Saure C,,H,,O, beschrieben wurde. 

Das Chlorhydrat der Diamino-carbonsiure C,,H,,0,N, 
krystallisiert leichter als das der Triaminosiure. Es ist etwas 
leichter in Methylalkohol léslich als dieses und kommt bei 
vorsichtigem Zusatz von Ather zur methylalkoholischen Lésung 
in glanzenden Rosetten heraus. Zersetzungspunkt iiber 280°. 

3,804 mg Substanz gaben 0,327 cem N, (24°, 717 mm). 


4,423 mg - » 4,39 mg AgCl. 
C,,H,,0,.N,-2HCl (287) Ber. N 9,75 Cl 24,74 
Gef. ,, 9,32 24,55. 


Unsere Bemiihungen, die NH,-Gruppen mit Hilfe von 
salpetriger Siure zu entfernen, haben trotz vielfaltiger Ande- 
rungen der Kinwirkungsweise ebensowenig Erfolg gehabt wie 
bei der Triaminosiure C,,H,,O,N,. Im besten Fall lieB sich 
eine NH,-Gruppe herausnehmen. 


Anhang. Uber eine isomere Desoxybiliansaure. 


Bei der Darstellung der Brenzdesoxybiliansiure durch 
thermische Zersetzung von Desoxybiliansiure, die wir diesmal 
bei der praparativen Arbeit im gréBeren MaBstab in einer 
Kupferretorte vornahmen, entstand als Nebenprodukt eine 
schén krystallisierte Siure von der Zusammensetzung des Aus- 
gangsmaterials. Sie fand sich in den Atherlésungen, die von 
der Aufarbeitung der Schmelze herriihren. Diese wurden mit 
n-Kalilauge ausgeschiittelt, aus der waBrigen Salzlésung fiallte 
man die Siuren aus und trennte aus der getrockneten Fallung 
die noch vorhandene Brenz-desoxybiliansiure mit Chloroform 
ab. Der in diesem Lésungsmittel unlésliche Anteil gibt nach 
zweimaliger Krystallisation aus Kisessig schéne farblose Prismen 
vom Schmelzp. 221—222°. 

3,400, 3,068 mg Subst.: 8,26, 7,45 mg CO,, 2,59 2,30 mg H,O. 


Cy4Hy,0, (486) Ber. C 66,05 H 8,26 
Gef. ,, 66,26, 66,23 » 8,46, 8,39, 
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Dab hier eine stereo-isomere Desoxybiliansiure vorliegt, 
wird dadurch bewiesen, daB die neue Substanz beim Erhitzen 
auf 250—260° unter Abspaltung von CO, und H,O in die be- 
kannte Brenz-desoxybiliansiure iibergeht. Schmelzpunkt nach 
zweimaligem Umkrystallisieren aus Alkohol bei 197° (Misch- 
probe). 

3,368 mg Substanz gaben 9,11 mg CO,, 2,75 mg H,O. 

C.3H,0, (374) Ber. C 73,80 9,09 
Gef. ,, 73,77 9,14. 

Ks ist sehr wohl mdglich, daB die §-Desoxybiliansaure 
immer als Vorprodukt der Brenzreaktion unter sterischer Um- 
lagerung aus der q@-Saure entsteht. 


Fir die Austiihrung dieser Untersuchung wurden in dankens- 
werter Weise Mittel von der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft zur Verfiigung gestellt. 











Beitrage zur Enzymchemie der durch Aspergillus niger 
bewirkten Saurebildungsvorgange. I. 
Von 


K. Bernhauer. 





(Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der deutschen 
Universitat in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Mai 1928. 


1. Zur Kenntnis der Glucoxydasebildung. 
(Orientierende Versuche.) 


Unter den von Aspergillus niger bewirkten Siurebildungs- 
vorgingen ist es bisher erst in einem einzigen Fall, nimlich 
dem der Gluconsiurebildung, gelungen, den Nachweis zu er- 
bringen, daB es sich dabei um einen enzymatischen ProzeB han- 
delt.1) Versuche, Enzympriparate zu erhalten, mit deren Hilfe 
der Vorgang der Citronensiurebildung realisiert werden kénnte, 
fiihrten bisher nicht zum Ziele.*) Ebensowenig sind die son- 
stigen, von Asp. nig. bewirkten Siurebildungsvorgiinge als enzy- 
matische Prozesse charakterisiert. 

In dieser Publikationsserie soll iiber Versuche berichtet 
werden, die sich mit der Feststellung beschiftigen, wieweit 
die Vorstellung, daB die fraglichen Saurebildungsvorgiinge enzy- 
matischer Natur sind, als Arbeitshypothese brauchbar und 
fruchtbar ist. Hierbei beriicksichtige ich vollkommen die 
Warnung Oppenheimers®), Stoffwechselprozesse mit eigent- 
lichen Fermentprozessen zu vermengen. Aber gerade die durch- 
zufiihrenden Untersuchungen sollen zeigen, wieweit die Siure- 
bildung, bzw. welche Teilvorgiinge derselben, auf fermentative 





1) Miller, Chem. Ztg. Bd. 50, S. 101 (1926). 
*) Buchner und Wiistenfeld, Biochem. Zs. Bd. 17, 8S. 395 (1912). 
3) Oppenheimer, Fermente I, 8. 19 (1925). 
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Prozesse zuriickgefiihrt werden kénnen, und welche Vorginge, 
wenigstens vorliufig, dem ,,LebensprozeB“ als solchem zu- 
geschrieben werden miissen, bzw. als Wirkung irgendwelcher 
anderer Hilfskrifte der lebenden Zelle aufzufassen sind. 

Die hierbei in Frage kommenden Umwandlungen sind 
recht mannigfaltig, da der Weg vom Zucker zur Oxalsiure 
bzw. CO, tiber eine ganze Reihe von Zwischenstufen fihrt, 
die hierbei beriicksichtigt werden miissen!); daher mag es zu- 
nichst als Wagnis erscheinen, an diese Untersuchungen zu 
gehen, bevor der Chemismus der Saurebildungsvorginge end- 
giiltig gekliart ist, doch sollen gerade die beabsichtigten Unter- 
suchungen auf die Forschungen in der erwahnten Richtung 
fordernd wirken, wie an anderer Stelle auseinandergesetzt wurde.* 

Gegen die Annahme, daB es sich bei diesen Vorgingen 
um enzymatische Prozesse handelt, spricht zunachst nur die 
Tatsache, daB es, wie bereits erwahnt, noch nicht gelungen ist, 
fiir alle in Frage kommenden Vorgiinge wirksame Enzympriipa- 
rate herzustellen. Um aber mit einiger Aussicht auf Erfolg 
an diese Arbeit gehen zu kénnen, miissen erst umfangreichere 
Erfahrungen gesammelt, und mit der enzymchemischen Vor- 
stellung in Ubereinstimmung gebracht werden. Aus der kom- 
plexen Natur der fraglichen Vorgiinge ist zugleich ersichtlich. 
daB nur ein systematisches, und daher auf einer Reihe von 
Voruntersuchungen aufgebautes Stadium zum Ziele fiihren kann. 
Auf die Frage, wieweit bei den Saurebildungsvorgingen eigent- 
liche .,Oxydasen“ beteiligt sind, oder wieweit oxydoreduktive 
Prozesse sich abspielen, kann hier natiirlich noch nicht ein- 
gegangen werden. 

In diesem Abschnitte soll festgestellt werden, wie weit 
die verschiedenen Faktoren, die fir die Gluconsaurebildung 
von Bedeutung sind, als Beeintlussung der hierbei statt- 
findenden enzymatischen Vorgiinge aufgefaBt werden kénnen. 
Es erschien dies zunichst deshalb von besonderem Interesse, 
da sich alsbald sehr bemerkenswerte Verschiedenheiten in der 
Gluconsiurebildung herausstellten und da nach H. vy. Euler 





1} Challenger, Subramaniam u. Walker, Soe. 200 (1927). 
2) Bernhauer, Biochem. Zs. (im Druek). 
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das ,,Material, das spezifische Enzymwirkungen hervorruft, in 
bezug auf Konstitution und Konfiguration in irgendeiner Weise 
angepaBt sein muB“ (S. 284)1). Die zunichst gemachten Be- 
obachtungen lieBen es lohnend erscheinen, diesen Gedanken 
iiber die Beziehung zwischen Enzymbildung und chemischer 
Konstitution im gegebenen Zusammenhang zu verfolgen. Weiter- 
hin hatten die Untersuchungen iiber die Glucoxydasebildung 
auch den Zweck, Bedingungen fiir eine méglichst intensive An- 
reicherung des betrefienden Enzyms zu finden, um dann auf 
dem von Miiller (a. a. 0.) beschrittenen Weg an die Enzym- 
isolierung mit gréBerer Aussicht auf Erfolg schreiten zu kénnen. 

Im AnschluB an den ersten Punkt des beabsichtigten 
Zweckes sei noch folgendes bemerkt: Den folgenden Unter- 
suchungen liegt die Auffassung zugrunde, daB die fiir die 
Mycelentwicklung gewahlten Versuchsbedingungen (insbesondere 
die Zusammensetzung der Kulturfliissigkeit) direkt oder in- 
direkt auf die Bildung bzw. Wirksamkeit der .,Glucoxydase“ 
von Kinflu8 sind. MHierbei ist unter ,,Glucoxydase“ der ge- 
samte Enzym- und Co-Enzymkomplex verstanden, an dem 
sich die Gluconsiiurebildung abspielt. Es kommt daher der 
geschilderten Auffassung, der zufolge die untersuchten Vor- 
ginge als Einfliisse auf die ,,Enzymbildung“ im weitesten 
Sinne zu betrachten waren, zunichst nur der Wert einer Ar- 
beitshypothese zu; erst durch weitere Untersuchungen mu8 
gezeigt werden, wieweit die Berechtigung vorliegt, im ge- 
eebenen Zusammenhang von ,,.Knzymbildung“ zu sprechen, und 
wieweit sich diese Einfliisse in anderer Weise deuten lassen. 
Wenn trotzdem im folgenden der Ausdruck ,,Enzymbildung“ 
in Fallen gebraucht ist, bei denen eine solche zuniichst nicht 
erwiesen erscheint, so geschah dies zur Vermeidung langwieriger 
Umschreibungen und unter Beriicksichtigung des hier Gesagten. 


Methodik und spezielle Fragestellung. Die Feststellung 
der Enzymbildung erfolgte hier in der Weise, da Pilzdecken von 
Aspergillus niger (Stamm II) auf einer Kulturfliissigkeit yon bestimmter 
Zusammensetzung zur Entwicklung gebracht wurden; als anorganische 
Salze wurden 0,1 °, Kaliumdihydrophosphat und 0,05 °,, Magnesiumeulfat 


') H. v. Euler, Chemie der Enzyme, 1922. 
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verwendet. Die Kohlenstoff- und Stickstoffquellen wurden jeweils variiert. 
Nach meist viertagiger Kultur bei 35° wurden die Pilzdecken in bekannter 
Weise nach Entfernen der ersten Kulturfliissigkeit und griindlicher Spii- 
lung mit sterilem destillierten Wasser auf die zweite Kulturfliissigkeit ge- 
bracht, die meist aus einer 10°,igen Lésung von reiner Glucose be- 
stand und 1g Calciumcarbonat enthielt: nach viertagiger Versuchsdauer 
wurde die gebildete Gluconséuremenge festgestellt. 

Diese Methodik erméglicht nun wohl einen relativen Vergleich der 
Wirksamkeit der verschiedenen Kohlenstoff- und Stickstoffquellen, gibt 
jedoch keinen Aufschlub iiber die in der verwendeten Pilzdecke im 
Zeitpunkt der Auswechslung der Kulturfliissigkeit vorhanden gewesene 
Enzymmenge, da wihrend des Verweilens auf zweiter Kulturflissigkei 
weitere Enzymbildung stattgefunden haben konnte. Doch war in der 
vorliegenden Mitteilung nur der erwd&hnte Vergleich der verschiedenen 
Kohlenstoff- und Stickstoffquellen beabsichtigt, um zanachst eine Grand- 
lage fiir die weiteren Untersuchungen zu schaffen und Anhaltspunkte 
fiir die prinzipielle Bedeutung der erwahnten Faktoren zu erhalten. 
Die mitzuteilenden Versuche haben demnach durchaus orientierenden 
Charakter und um zunichst eine méglichst rasche Orientierung iber 
das Gebiet zu erlangen, wurde hier zumeist auf die Durchfihrung von 
Parallelversuchen verzichtet. In einer spateren Mitteilung dieser Serie 
soll tiber Versuche mit zerkleinertem und totem Mycel berichtet werden 
bei denen demnach eine weitere Enzymbildung nicht stattiinden kann 
und die daher auch iiber die absoluten Enzymmengen, also die quantita- 
tiven Verhiltnisse Aufschlu! geben. 


ot 


Aus den genannten Griinden ist daher auch in der vorliege 
Mitteilung von einer genaueren Definition der Wirks 
mycels abgesehen und lediglich die durch die Pilzdecken unter den 
genannten Bedingungen gebildeten Ca-Gluconatmengen als Mab der 
Wirksamkeit des Mycels den Folgerungen zugrunde gelegt. 

Weiterhin sei darauf hingewiesen, dad sich im Verlanfe der Unter- 
suchungen erhebliche Versuchsschwankungen zeigten: es erschien daher 


zunichst zur Vermeidung von Trugschliissen Br at das gesamte 
experimentelle Material als Beleg fiir die SchluSfolgerungen anrufihren 


Um jedoch den Umfang der vorliegenden Mitteileng nieht allzusehr im 
Verhaltnis zu den positiven Ergebnissen anschwellen ru 1 

der groBte Teil der Versuchsprotokolle fortgelassen: Interessenten steben 
diese fiir die Einsicht natiirlich zur Verfiigung. Anbangsweise soll ein 
kurzer Auszug aus den Versuchsprotokollen gegeben werden. Hinsichtlich 
der Methodik bei der Aufarbeitung der Kulturen kann auf frihere 
Untersuchungen verwiesen werden.’ 


') Bernhauer, Biochem. Zs. Bd. 172, S. 296 (1924. 
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Ergebnisse. ‘Trotzdem wegen der Miangel der ver- 
wendeten Methodik und wegen der aus ungeklarten Ursachen 
auftretenden starken Versuchsschwankungen keine entscheiden- 
den Ergebnisse gewonnen werden konnten, die als Basis fiir 
weitergehende SchluBfolgerungen hitten dienen kénnen, ergaben 
sich dennoch eine Reihe von Befunden, die insbesondere als An- 
kniipfungspunkte fiir weitere Untersuchungen von W ichtigkeit sind. 

Hinsichtlich der Eignung der verschiedenen Kohlenstoff- 
verbindungen fiir die Enzymbildung ergab sich, daB so gut 
wie alle Kohlenstoffquellen, die zur Bildung des Mycels ge- 
eignet sind, auch zur Bildung der Glucoxydase AnlaB zu geben 
scheinen. Trotzdem sich die einzelnen Kohlenstoffverbindungen 
nicht einheitlich verhielten, kann man einige SchluBfolgerungen 
bei Beriicksichtigung aller durchgefiihrten Versuche ziehen. 
Wahrend Rohrzucker niemals Anla8 zur Bildung von Pilzdecken 
gab, die kein Vermégen zur Bildung von Gluconsiure gehabt 
hitten, war dies bei Verwendung von Glucose vielfach der 
Fall; insbesondere bei Glucose pro anal. Schuchardt. Dieses 
Ergebnis ist zweifellos recht auffallend. Fructose pro anal. 
Schuchardt hatte auch eine geringere Wirkung, sehr geringe 
Mannose; Arabinose verhielt sich sehr verschieden, Glycerin 
und Mannit gleichfalls recht schwankend. Maltose hatte in 
einigen Versuchen eine geringe Wirkung, ebenso Milchzucker. 
Athylalkohol und Na-Acetat hatten eine relativ starke Wirkung. 
doch ist insbesondere hier der Kinflu8 der zweiten Kultur- 
fliissigkeit zu beriicksichtigen, bei Chinasiure traten auch er- 
hebliche Schwankungen auf. Von allen untersuchten Kohlen- 
stoffquellen verhielt sich Rohrzucker am einheitlichsten, und 
zwar sehr giinstig fiir die Ausbildung von Pilzdecken mit starker 
Fahigkeit zur Gluconsiurebildung. Dies scheint auf eine Be- 
ziehung zwischen der chemischen Konfiguration des Rohrzuckers 
und der Enzymbildung hinzudeuten. Eine Besonderheit in der 
Konfiguration des Rohrzuckers ist nun, daB der Fructoseanteil 
desselben in der y-Form vorliegt. Wenn man beriicksichtigt, 
daB die y-Zucker allgemein als eine besonders reaktionsfihige 
Konfiguration in der Zuckergruppe anzusehen sind, so kénnte 
damit auch die besondere Wirkung des Rohrzuckers im ge- 


























Beitrige zur Enzymchemie usw. 91 


gebenen Zusammenhang erklirt werden.') Diese Schlu8folgerung 
kann allerdings vorliufig nur unter Vorbehalt gemacht werden, 
da erst weitere Versuche mit verliBlicherer Methodik und unter 
moglichster Ausschaltung der Versuchsschwankungen abzuwarten 
sind. Daher muB auch eine Diskussion iiber den eventuellen 
tieferen Zusammenhang zwischen den gemachten Beobachtungen 
und der Enzymbildung zuriickgestellt werden. 

Hinsichtlich der Bedeutung der Stickstoffquelle fiir die 
Enzymbildung laBt sich noch nichts Allgemeingiiltiges sagen, 
da die bisher durchgefiihrten Versuche noch keine geniigende 
Grundlage fiir SchluBfolgerungen bieten. Es konnte jedenfalls 
gezeigt werden, daB auch hier bei Verwendung einer fiir die 
Enzymbildung recht ungiinstigen Kohlenstoffquelle erhebliche 
Unterschiede in der Gluconsiurebildung durch die Verwendung 
verschiedener N-Verbindungen fiir die Mycelentwicklung he- 
dingt werden. 

Fiir die weitere Fortsetzung der Untersuchungen, besonders 
auch im Hinblick auf die Feststellung der Bedingungen fiir 
die Ausbildung von gut Citronensiure bildenden Mycelien, bzw. 
des betreffenden Enzymkomplexes, an dem sich wohl die 
Citronensiurebildung vollzieht, erscheinen die Ergebnisse der 
Versuchsreihe 14 von besonderem Interesse. Es zeigte sich 
dort, daB Pilzdecken, die wiederholt auf Glucoselésungen mit 
CaCO, ,,tibertragen* wurden, eine bedeutend gréBere Fahigkeit 
zur Citronensaurebildung hatten als solche, die nicht in dieser 
Weise vorbehandelt waren. Die Fortsetzung der Untersuchungen 
in dieser Richtung diirfte einen Einblickin die diesbeziiglichen, 
bei der Citronensiiurebildung stattfindenden Prozesse ermég- 
lichen, also inwieweit es sich hierbei um enzymatische Vor- 
ginge handelt. 

Anhang. 
(Auszug aus den Versuchsprotokollen.) 
1. Vorversuche. 

Versuchsreihe 1 ergab, daB Pilzdecken, die mittels reiner Glucose 

zur Entwicklung kamen, in zweiter Kulturfliissigkeit aus reiner Glucose 





1) In anderem Zusammenhange machte auch D. Schmidt | Biochem. 
Zs. Bd. 158, 8S. 223 (1925)) auf die besondere Wirkung des Fructose- 
anteiles im Rohrzucker aufmerksam. 
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fast keine Gluconsiiure zu bilden vermochten, wahrend auf Rohrzucker 
gewachsene Pilzdecken reichlich Gluconsdure bildeten. Die betreffenden 
Analysenwerte sollen als Beispiel hier angefiihrt werden (Tab. I). 

Die nichsten Versuchsreihen (2 u. 3) bestitigten die gewonnenen 
Ergebnisse, wobei auch ein anderer Pilzstamm herangezogen und reiner 
Rohrzucker (puriss. Merck) verwendet wurde, 


Tabelle I. 


Versuchsnummer 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 





50 cem, 0,05°, NH,NO,, Salze'), 4 Tage, 35° 


1. Kulturfliiss. 200 cem Erlenmeyerkolben 





\ 0/ 10°, Glucose Krystallzucker 
ogee 20", puriss. Merck Handelspriparat 





2. Kulturfliiss. Versuchsdauer 4 Tage, 35° 























C-Quelle Glucose, pur. Merck Rohrzucker 
Analysenwerte in g 
Pilzdecke ..... | 0,44 0,42 | 0,45 | 0,39 0,57 0,46 
| er aa eee | Spuren} Spuren| 0,445 | 0,451 | 0,335 | 0,337 
CarCitest ..... | Spuren] 0,13 0 0 0,14 0,10 
Ca-Gluconat, ber. | Spuren! Spurenj 3,56 | 3,62 2.68 3,02 
e best. | 0 0 8,34 | 3,51 2.51 2,87 
ee | 4,61 4,35 1,1 1,4 1,34 1,65 
Zuckerverbrauch. | 039 | 0,65 3.9 3,6 3,66 3.35 














In den Versuchsreihen 4—6 wurde eine Anzahl yon Versuchen 
mit verschiedenen C-Quellen durehgefiihrt. Die betreffenden Ergebnisse 
lassen sich dahin zusammenfassen, daB von den untersuchten Substanzen 
(versch. Priiparate von Glucose und Rohrzucker, ferner Invertzucker, 
Fructose, Mannose, Galaktose, Maltose, Glycerin, Ca-Gluconat) gerade 
nur Rohrzucker und Galaktose sich als sehr geeignet zur Ausbildung 
von gut Gluconsiure bildenden Pilzdecken erwiesen, wiihrend manche 
C-Quellen fast ganz ungeeignet erschienen; die genauere Wiedergabe 
der Versuche kann wohl unterbleiben. 


2. Versuche iiber die Bedeutung der C-Quelle 
fiir die Enzymbildung. 


Es sollte hier festgestellt werden, wie sich annihrend die quanti- 
tativen Verhiltnisse hinsichtlich der Enzymbildung in Abhingigkeit von 
der verwendeten C-Quelle gestalten, doch ergaben sich bei diesen Unter- 


) Hier wie in allen anderen Versuchen jeweils 0,1 °/, KH,PO, und 
0,05 °/, MgSQ,. 
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suchungen recht erhebliche Schwierigkeiten. Auch bei Verwendung der 
leichen C-Quelle waren namlich die Schwankungen hinsichtlich d 
g 


Enzymbildung ziemlich bedeutend; und zwar nicht nur je nach der Reinheit 
des betreffenden Priparates, sondern auch je nach der Herkunft und 


Herstellung desselben. Aber nicht allein hierbei traten Schwankungen 
auf, sondern auch in Versuchen, die unter ganz gleichen Bedingungen. 
aber nicht zur gleichen Zeit durchgefiihrt worden waren. iese Be- 
obachtungen stehen in Ubereinstimmung mit dem Befunde von Euler! 
bei der Untersuchung der Saccharaze- und Amylasebildung bei Asper- 
gillus niger und Penicillium glaueum. Es scheint hierfiir der jeweilige 
physiologische Zustand der Pilzdec! , 
In allen Versuchen dieses Abschn littes wurden stets je 30 ccm einer 
Nabrlésung verwendet, die 01°. NH,NO, und die erw&hnten Salze. s0- 
wie jeweils verschiedene C- patlote in 10° .iger Lésung enthiels. 
In Versuchsreihe 7 wurden verschiedene Glucosesorten, 
nach verschiedenen Verta hren gereinigte Priparate untersucht. Diese 
Versuche zeigten, daB sich eine Beziechung zwischen der Enzymbildung 
und dem Reinheitsgrad des bet reffenden Praparates nicht feststellen 1a6t. 
Bei Verwendung eines bestimmten Praparates von Glucose pro analysi 
Schuchardt hatten die pale zur Ausbildung gelangten Pilzdecken gar 


kein Vermégen zur Gluconsdurebildung, dagegen ein recht deutliches bei 
Verwendung einer anderen Originalpackunz: also auch hier traten 


Schwankungen ein, 

Versuchsreihe §: versch. Fructosesorten, Mannose. Galaktose. 

Versuchsreihe 9. Feststellunz, ob das Alter der Pilzd 
Einfiu8 auf deren Wirksamkeit ist (Fructose als C-Quelle), Mannose be- 
dingte in allen Versuchen nur eine geringe Enzymbildung: das Alter der 
Pilzdecken schien ohne Einflu® auf deren Wirksamkeit. 

Versuchsreihe 10. Arabinose, Mannit, Glycerin versech. Prip.: 
ergaben keinen einheitlichen Befund. 

Versuchsreihe 11: verseh. Prip. von Rohrzucker, Milchzacker und 
Maltose. Letztere ergab hierbei sehr geringe Enzym! —- 

Die zu verschiedenen Zeiten durchzefah Tten V 
und 13 zeigten, daB der Enzymgehalt der mittels Rohrzucker tar Ent- 
wicklung gebrachten Pilzdecken, in Abhingi gkeit vom Alter derselben, 
recht erheblich sich unterscheidet, doch ergab sich kein einheitliches Bild 
tiber den Verlauf der Enzymbildung. Wa&hrend in der einen Versuchs- 
reihe ein Anstieg des SSurebildungsvermigens stattfand, und dann cine 


allmahliche Abnahme, waren im anderen Falle gerade die jingstea Pilz- 
decken am wirksamsten. 


M4 > 4 > a > , _ am a =. -- “a 

Die in Versuchsreihe 14 gemachten Befunde erscheinen in ver 
schiedener Hinsicht von Interesse, daher soll hieriiber ausfiihrlicher be- 
hst verschieden alte. wmittels 


richtet werden. Es wurden hier zunie 


Euler, Fermentforseh. LIL. 318, 1919, 
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Nihrlésung I zur Entwicklung gebrachte Pilzdecken (4, 8, 12,16 Tage; 
Vers. 101—104) auf 30 ccm 10°,ige Glucoselésung (pur. Merck) 4 Tage 
lang einwirken gelassen, sodann auf eine gleich zusammengesetzte dritte 
Kulturfliissigkeit gebracht (Vers. 105—108), und ebenso nach je 4 Tagen 
auf eine vierte (Vers. 109—112) und fiinfte Kulturfliissigkeit (Vers. 113 bis 
116). (Tabelle II). 

Tabelle IL. 


Zu Versuchsreihe 14. 





| 








= Analysenwerte 

a [+22 ]e2s] ¢ ¢ 2 _—o—r 
[epee yg | oe ie) 2 ee 
mn Ay 3 ds = a 
MS - . 

- Tage | Tage g g g g g g 
101 4+4 8 — 0,295 | 2,36 | 2,64 | 0,21 3 
102 | 8+4 12 _ 0,382 | 3,04 2,85 | 0,28 3 
103 |12+4 16 — | 0,307 | 2,45 | 2,25 | 0,44 | 2,67 
104 |16+4 20 — | 0,355 | 2,84 | 2,56 | 4,70 3 
105 | 4+2x4 12 — 0,308 | 2,50 2,38 0,28 3 
106 | 8+2x4 16 — | 0,369 | 2,96 | 2,84 | 0,38 3 
107 |12+2x4 20 — | 0,252 | 2,02 | 2,05 | 0,64 3 
108 |164+2x4] 24 — 0,456 3,65 — 1,24 2,79 
109 | 44+3x4 16 — | 0,319 | 2,56 | 2,56 | 0,33 | 2.45 
110 | 8+3x4 20 — 0,271 | 2,17 -- 0,59 2,27 
111 [124+3x4 24 -—— | Spur — — 0,58 3 
112 }|16+3x4 28 — 0,367 2,94 — 1,97 2,44 
118 | 4+4x4 20 | 0,67 | 0,478 | 3,82 3,54 0,87 3 
(114) | S+4x4] 24 | 0,67 | 0,238 1,91 2,03 0,14 1,91 
115 }12+4x4 28 0,88 | 0,365 | 2,92 — 0,28 2,01 
116 116+4x4 82 | 0,94 | 0,345 | 2,76 — | 0,42 | 2,37 











Ergebnisse der Versuchsreihe 14. 


Hinsichtlich der Gluconsiiurebildung ist kein besonders auffallender 
Unterschied bei Verwendung verschieden alter Pilzdecken festzustellen; 
dagegen sind die Unterschiede hinsichtlich der Citronensiiurebildung sehr 
auffallend. Der Vergleich der Versuche 101—104 zeigt, daB iiltere Pilz- 
decken bedeutend besser Citronensiiure zu bilden vermégen als junge; 
bei weiterer ,,Ubertragung“ auf dritte und vierte Kulturfliissigkeit werden 
die Unterschiede noch viel deutlicher; man vergleiche beispielsweise den 
Anstieg der Ca-Citratmenge in den Versuchen 104, 108, 112. Bei noch- 
maliger ,,Ubertragung* findet wieder ein Abfall statt; die ilteren Pilz- 
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decken verbrauchen den Zucker auch immer schlechter. Wie dieser 
Befund zu erkliiren ist, ist vorliufig noch zweifelhaft. Ob dabei die 
Pilzdecken die Citr»nensiure direkt aus Glucose oder erst aus Glucon- 
siure produzieren, sowie eine Reihe hieran anschlieBender Fragen soll 
in anderem Zusammenhang von einheitlichem Gesichtspunkt aus unter- 
sucht werden. 

Versuchsreihe 16. Athylalkohol und Na-Acetat als C-Quellen 
ergaben sehr schlecht entwickelte Pilzdecken, trotzdem aber eine relativ 
sehr reichliche Gluconsiurebildung; doch kann gerade hier das weitere 
Wachstum in zweiter Kulturfliissigkeit von entscheidendem Einflu8 ge- 
wesen sein. 

Versuchsreihe 17. Wahrend die Pilzdecken nach kurzer Ent- 
wicklung auf einer Kulturfliissigkeit mit Chinasiiure als C-Quelle eine 
sehr starke Fahigkeit zur Gluconsdurebildung zeigten, vermochte eine 
8 Tage auf Chinasdurelésung gewachsene Pilzdecke aus Glucose keine 
Gluconsiure zu bilden, dagegen war die Tendenz zur Citronensdure- 
bildung sehr stark ausgepriigt. 


3. Versuche iiber die Bedeutung der N-Quelle 

fir die Enzymbildung. 

Es wurde hier vornehmlich von einer C-Quelle ausgegangen, die 
sich fiir die Glucoxydasebildung nicht gut geeignet erwies, nimlich 
Glucose pro anal. Schuchardt. 

In den Versuchsreihen 18 u. 19 zeigte sich ein sehr bedeutender 
Unterschied im EinfluB der verschiedenen N-Quellen auf die Enzym- 
bildung (s. Tab. Ill), Zur Feststellung, ob bei Ammonsulfat und Ammon- 

Tabelle III. 





| 
{ 

















a 3 £ “O 
23 Pilz-| ¢ 2 Sele i¢|2 2 
= - Stickstoffquelle decke _ ~=s ~ 3 R = 
5 ~ eo S _ 
™ St gs | s g g 

1856 | 0,1), NBNO ... 0,51 0,061 048) — 1,39 
136 | 0,25°/,(NH,,SO, . . > 1,04] 0,273 | 2,18 | 2,04 | 1,76 
137 | 0,067°/, NH,Cl . . . 0,26] oss | o69} — | — 
1388 } 0,29°/, NH,H,PO, . . 0,54 0,133 106} — 1,15 
139 | 025°, KNO,. . . . 0,36] 0037 | o29} — | 0,45 
140 | 0,2°, Glykokoll . . . 0,53 0,107 0,85 | — 0,73 
141 | 0,075°, Harnstoff . . 0,50 0,051 0,41 -~ 0,78 
142 | 0,1°/, Harnstoffnitrat . 0,51 0,044 035 | — 0,83 
143 | 0,16°/, Asparagin . . 0,43 0,116 0,93 | — 0,84 
144 | 0,27°/, Pepton. . . . O71 0,113 0,90 — 1,22 
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phosphat das Anion von entscheidendem Kinflu8 ist, wurden in Versuchs- 
reihe 20 Versuche unter Zusatz dieser Anionen in anderer Bindung 
vorgenommen, wobei Ammonnitrat als N-Quelle diente. Hierbei wurde 
jedoch kein sehr erheblicher Unterschied erzielt, so dab man den Eindruck 
erhilt, als ob das Nitrat-lon einen hemmenden EinfluB ausiibt. Dies 
stimmt auch mit dem Ergebnis iiberein, daB auch Kaliumnitrat so gut 
wie keinen Einflub auf die Enzymbildung hatte. Bei Verwendung von 
Rohrzucker als C-Quelle (Versuchsreihe 21) fand iiberall reichliche 
Enzymbildung statt, trotz Verwendung verschiedener N-Quellen. Die 
Ausbeute an Gluconsiiure war fast iiberall quantitativ. 





2. Enzymaktivierungen und Hemmungen 
bei der Gluconsiurebildung. 


Im Anschlu8 an die Ergebnisse des ersten Abschnittes 
sollte hier festgestellt werden, ob die Gluconsaurebildung 
bzw. der betrefiende enzymatische ProzeB durch verschiedene 
Stoffe beeinflu{t werden kann, inwiefern demnach Enzym- 
aktivierungen und -hemmungen stattfinden. Dies  schien 
auch im Hinblick auf die Arbeiten von Lappalainen?) und 
Wijkman?’) von Interesse, da diese einen bedeutenden Einflui 
verschiedener Substanzen in kleinsten Mengen auf den Stoff- 
wechselprozeB bei Aspergillus niger feststellen konnten; ins- 
besondere schien die Art des fiir die Versuche verwendeten 
GefaBmaterials von entscheidendem EinfluB zu sein. Sonstige 
Angaben, die mit der aufgeworfenen Frage in Beziehung stiinden, 
sind nicht aus der Literatur ersichtlich. 

Bei der Untersuchung des Einflusses verschiedener Substanzen auf 
die Stoffwechselvorgiinge von Mycelpilzen im allgemeinen bieten sich 
zwei prinzipiell verschiedene Wege dar, die durch die bisher angewandte 
Methodik der fertigen Pilzdecken gegeben sind. 

a) Unter bestimmten Bedingungen zur Entwicklung gebrachte Pilz- 
decken kénnen auf eine zweite Kulturfliissigkeit ,,iibertragen“ werden, 
die den betreffeuden Stoff enthalt, dessen Wirkung festgestellt werden 
soll. Hierbei wird eine zweifache Beeinflussung méglich sein: 

1. Die betreffenden Stoffe kénnen latent vorhandene Enzyme wirk- 
sam machen (Enzymaktivierungen im engeren Sinne) oder 





') Lappalainen, Ofvers, Finska Vetensk. Soc. Foérhandl. Bd. 62, 
Afd. A. Nr. 1 (1919/20). 
*) Wijkmann, Diese Zs. Bd. 132, 8, 104 (1924). 
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2. Sie kénnen eine bereits vorhandene Enzymwirkung beschleunigen 
(eigentliche Enzymkatalysatoren). 

b) Die zweite prinzipielle Méglichkeit besteht darin, daB Pilzdecken 
in Gegenwart der betreffenden Stoffe, deren Wirkung festgestellt werden 
soll, zur Entwicklung gebracht werden, und nun die Sdurebildung durch 
solehe Pilzdecken untersucht wird. Hierbei ist die Voraussetzung ge- 
macht, daB die betreffenden Stoffe wihrend der Wachstumsperiode des Pilzes 
aufgenommen und eventuell weiter verarbeitet werden. Es miissen wieder 
zwei Méglichkeiten fiir die Wirkung dieser Stoffe ins Auge gefaBt werden: 

1. Die betreffenden Stoffe kénnen wahrend der Wachstumsperiode 
auf die Enzymbildung férdernd oder hemmend wirken: dabei wird 
natiirlich auch eine eventuelle wachstumsférdernde Wirkung zu VBeriick- 
sichtigen sein. 

2. Weiterhin kénnen diese Stotfe, wenn sie im Mycel vorhanden 
sind, als Enzymaktivatoren und -katalysatoren im oben erwihnten 
Sinne wirken. 

In der vorliegenden Mitteilung wurde der unter a) angedeutete 
Weg beschritten. 


A. Wirkung verschiedener Metallionen und organischer Giftstoffe. 


Es wurde zunichst versucht, Anhaltspunkte fiir die prinzi- 
pielle Bedeutung verschiedener Stoffe zu gewinnen. Die hier 
durchgefiihrten Versuche sollten mehr zur vorlaufigen Orien- 
tierung dienen, und zwar unter Beriicksichtigung der Glucon- 
siiurebildung. Es wurde hierbei eine mittlere Konzentrations- 
stufe untersucht und festgestellt, wieweit Hemmung des 
Prozesses statttindet. 

Versuchsreihe 1. Untersuchung des Eintlusses versehiedener 
Ionen der Cu- und Fe-Gruppe. Verwendung der betreffenden Sulfate. 
Entwicklung der Pilzdecken mittels Nahrlésung I (10°, Rohrzucker. 
0,1°/, NH,NO,, 0,1°, KH,PO,, 0,05°), MgSO,). 4 Tage bei 34—35°C. 
In zweiter Kulturfliissigkeit je 50 cem 10° ,iger Rohrzuckerldsung mit 
Zusatz der betreffenden Salze usw., Versuchsdauer 5 Tage. Ergebnisse 
aus vorstehender Tabelle I mit geniigender Klarheit ersichtlich. 

In Versuchsreihe 2 wurde in analoger Weise vorgegangen und 
in zweiter Kulturtliissigkeit verschiedene organische Gittstotfe in 0.1° ,iger 
Lisung zugesetzt; und zwar Formaldehyd, Methylalkohol, Chloroform. 
Chloralhydrat, Phenol, Salicylsiure, Thymol, Chinin. Von diesen Stofen 
hatte nur Formaldehyd eine hemmende Wirkung auf die Saurebildung: 
die Wiedergabe der Analysenwerte kann woh! unterbdleiben, 





1) Die diesbeziiglichen Versuche wurden bereits vor etwa 3 Jahren im 


pflanzenphysiologischen Institute der deutschen Universitat durebgefihrt. 


Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXVII, ‘ 
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Tabelle I. 


Zu Versuchsreihe 1: Metallionen usw. 


























Analysenwerte 
Versuchs- Zusitze : Pilz- he. Ca- a 
nummer 0,01 °/, decke Citrat — verbrauch 
= - Ja 8 
1 CuSO, 0,53 0,16 1,84 2,09 
2 Ag,SO, 0,47 — 1,49 1,43 
3 HgSO, 0,34 _ 0,36 0,28 
4 FeSO, 0,49 0,12 3,07 2,98 
5 Cr,(SO,), 0,50 0,07 2,95 3,07 
6 CoSO, 0,52 0,09 2.89 2,80 
7 Ni,(SO,), 0,49 0,09 3,31 3,35 
8 MnSO, 0,53 0,11 3,28 3,22 
9 ZnSO, 0,49 0,11 1,11 1,05 
10 NaHSO, 0,54 0,10 2,38 2,4 
1] Br 0,51 0,12 2,9 3,05 
12 Cl 0,49 0,09 3,02 3,10 
13 _ 0,51 0,11 2,86 2,87 
14 — 0,51 0,11 3.05 3,15 


B. Verwendung von Giftstoffen zur Sterilhaltung 
der Kalturflussigkeiten. 


Die im vorigen Abschnitt gemachte Beobachtung, daB die 
Pilzdecken relativ groBe Mengen verschiedener Giftstoffe gut 
vertragen, ohne da8 der ProzeB der Gluconsiurebildung ge- 
hemmt wiirde, veranlaBte dazu, festzustellen, ob auf diesem 
Wege ein brauchbares Verfahren zur Sterilhaltung von Kultur- 
fliissigkeiten vor Bakterieninfektion ausgearbeitet werden kann. 
Zu diesem Zwecke wurden einige der gebriuchlichen Desin- 
fektionsmittel verwendet, die sich beispielsweise bei der Sterili- 
sierung von Samen sehr gut bewahrten, und zwar Uspulun, 
Germisan und Chloramin. 


Versuchsreihe 3. Entwicklung der Pilzdecken mittels 50 ecm 
der Nihrlésung I, 4 Tage bei 34—35°; in zweiter Kulturfliissigkeit 
50 cem 10 °/,iger Rohrzuckerlésung mit Zusatz verschiedener Germisan- 
mengen (0,006 bis 0,05 °/,), 6 Tage. 

Versuchsreihe 4; analog, aber Chloramin 0,005 bis 0,1 °/). 
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Versuchsreihe 5; analog, aber Uspulun 0,006 bis 0,2°),. Die 
Wiedergabe der Analysenwerte der letzten Versuchsreihen kann 
unterbleiben., 

In Versuchsreihe 6 wurde die baktericide Wirkung yon Uspulun 
festgestellt; es wurde in gleicher Weise wie bisher vorgegangen, nur 
wurden bei einigen Versuchen zur zweiten Kulturfliissigkeit etwa 1—2 ecm 
einer Kultur von Bacillus butylieus zugesetzt (Tab. II). Dieser Organis- 


Tabelle Il. 


Zu Versuchsreihe 6: Uspulun. 














te ‘a Analysenwerte 
= S . - 
= Si oS 4s Pe 
- 3 a 7 oe z ~ < 
= a 5 “ oe 5 - = 2S 
= ><4 = . =) s D ont 
5 = 5 a = $5\',s8' 8 |48 
in om ~s eee ~ ae ~ —- ~ a 
= eal nl a Lo re = re. ~~ aa a > 
= . a rt be rs NSN ¢ 
a 7 _ = 2 ” > 
2 S oO = 
> — 
< - g a s ~ 
ats) 0,64 0,606 4,85 4,63 — 3,14 
Ke 0,02 re ‘ ‘ Q a 
06 ' — 0.63 O,577 4,62 4,31 Spur 3.7 
57 _ 0.65 0.538 4.30 4.23 _ 35 
F 0: — ‘ — 
38 “ain -- 0,64 0,502 4,01 4,01 — 16 
59 ~ 0.54 0,352 (2,82 2,57) ~~ 3.31 
ns 0,04 a aes : - ie 
60 0.55 0.507 4.05 £07 aah 35 
61 1,00 0,267 2.13 2.13 0.97 2 87 
62 0,99 0,336 2,69 2,90 1,12 4,06 


mus wurde deshalb fiir die Versuche herangezogen. da durch die Ent- 
stehung von Buttersiiure die Gluconsiurebildung fast vdéllig gehemmt 
wird, wie sich aus Versuchen ergab, die durch Buttersiurebakterien 
infiziert waren. Zur direkten Feststellung der Giftwirkung von Uspulun 
wurden je 10 cem einer Nahrlésung, die 0,005 bis 0,0006°, Uspulun 
enthielt, mit B. butylicus angeimpft; weder in Gegenwart von CaCO, 
noch ohne dieses fand Wachstum statt, dagegen sehr lebhaft unter 
gleichen Bedingungen aber ohne Uspulun. 


Ergebnisse der Versuchsreihen 3—#: 


1. Die Gluconsdurebildung wurde gehemmt durch etwa 
0,05°/, Germisan oder Chloramin und etwa 0,2°, Uspulun; 
bei niedrigeren Konzentrationen wurde der ProzeB in keiner 
Weise gestirt. 

2. Uspulun wirkte bereits in einer Konzentration yon 
0,0006 °/, baktericid, also weit unter der Grenze, bei der die 
Gluconsiurebildung durch Uspulun gehemmt wird. 


~* 
‘ 
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3. Die Citronensdiurebildung wurde durch die Gegenwart 
der verwendeten Giftstoffe fast véllig gehemmt: in den Ver- 
suchen ohne Giftzusatz (61,62) wurden relativ erhebliche 
Mengen von Ca-Citrat abgeschieden, in den analogen Versuchen 
mit Uspulun wurde keine Citronensiéure gebildet. Dafiir war 
in diesen Versuchen die Ausbeute an Ca-Gluconat bedeutend 
gréBer (z. B. 55,56). 


C. Aktivierung der Glucoxydase durch Mangansalze. 


In Abschnitt 1 konnte beobachtet werden. daB bei Ver- 
wendung eines bestimmten Glucosepriparates pro anual. 
Schuchardt zur Entwicklung der Pilzdecken die Fahigkeit 
derselben zur Gluconséurebildung fast yvollig ausblieb. Hier 
wurde nun festgestellt, daB durch Zusatz von Mangansulfat 
in zweiter Kulturfliissigkeit solche Pilzdecken sofort das nor- 
male Vermégen zur Gluconsiurebildung erlangen. 


Versuchsreihen 7 u. 8. Entwicklung der Pilzdecken in 200 cem 
Erlenmeyerkolben (Kavalierglas), 30 ecm 10°, iger Glucoselésung (pro 
anal. Schuch.), Nahrsalze I, 4 Tage, 35°C. In zweiter Kulturflissigkeit 
30 ecm 10°/,iger Glucoselésung (puriss. Schuch.), 1g CaCO,, 4 Tage, 
MnsQ, (Tab. ITI). 

Tabelle III. 


Zu den Versuchsreihen 7 und 8. 








ss Analysenwerte 
- © —— ———— 
= 2 S = 5 = » 2 
a = 3 s Sy: cs > = 
& 3 & = S o & os «4 
=) = oo N rt an 2 “se = ka 
2 n = = és) 2 — & 
= ra A se 1 = NS 
= o = 2 3 “a 
5 > © © 
> 0 o g ey 24 4 
63 0,0] 0,95 0,089 O31 — OTT 
64 - 0,05 0.61 0,079 0,59 _ 0.69 
‘ 
65 0,2 0,67 0,312 2,49 2,0 Fe 
66 -— 0,60 0,031 0,249 — U.63 
67 O05 O50 0.058 0,46 1,19 
68 Ov] O43 0,077 O62 — 1,32 
69 g 0,2 0,34 O,270 2,16 1,66 1,90 
vu 
70 O,5 0,42 0,235 1,88 1,60 2,20 
71 | 0,40 O31 2,48 2.25 2,11 
72 -— 0,58 0,047 Q38 — L,O7 
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Es zeigte sich bei diesen Versuchen eine gewisse Abhangigkeit 
von der Menge des zugesetzten MnSO,: erst bei einer Konzentration 
von 0,2°, wurde der Einflu&’ desselben deutlich. Es scheint sich hierbei 
um eine Aktivierung der Glucoxydase zu handeln. 


In den Versuchsreihen 9 u. 10 wurde untersucht. ob auch bei 
Pilzdecken, die gut Gluconsdure zu bilden vermégen, durch Zusatz von 
MnSO, eine weitere Beschleunigung des Prozesses erzielt werden kann. 
Zur Entwicklung der Pilzdecken wurde Rohrzucker verwendet, sonst 
wie zuvor. Es konnte hier kein Einflu’ des MnSO, wahrgenommen 
werden. 

In Versuchsreihe 11 zeigte sich auch bei Pilzdecken, die mittels 
Chinasaéure zur Entwicklung gelangt waren, unter dem Einflu’ von MnSO 
eine Erhéhung der Gluconsaurebildung. 


is 


In den Versuchsreihen 12 u. sollte mit der Ausarbeitung 
eines verlaBlicheren Verfahrens zur Herstellung von Pilzdecken mit 
einem geringen Vermégen zur Gluconsdurebildung begonnen werden. 
Zu diesem Zwecke wurde versucht, durch Hungern derselben auf Wasger 
oder auf Luft sowie durch langere Kulturdauer (bis 21 Tage) die Fahig- 


keit zur Gluconsdurebildung herabzusetzen. Diese Versuche ergaben 
jedoch kein brauchbares Resultat, da die Pilzdecken wohl wabrend des 
Verweilens auf der zweiten Kulturfliissigkeit ihr eventuell eingebiiStes 


Vermégen zur Gluconsdurebildung wiedererlangten. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Es zeigte sich, daB fertige Pilzdecken recht erhebliche 
Mengen verschiedener fiir die Ausbildung derselben selbst 
giftiger Stoffe ohne Hemmung der Gluconsaurebildung ertragen. 

2. Die Verwendung solcher Giftstoffe als Zus&tze zur 
zweiten Kulturfliissigkeit erméglicht die Sterilhaltung der Kultur. 
Die Citronensiurebildung wurde jedoch durch diese Giftstofe 
fast vollig gehemmt. Daraus SchluBfolgerungen im Hinblick 
auf die Frage zu ziehen. ob die Citronensaurebildung einen 
enzymatischen ProzeB darstellt, erscheint jedoch vertfriht. 


11 


3. Unter bestimmten Bedingungen zur Entwicklung ge- 
brachte Pilzdecken, die kein Vermégen zur Gluconsdurebildung 
hatten, konnten durch Zusatz von MusQ, zur 
fliissigkeit sofort zu normaler canna 
werden. 
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3. Untersuchungen 
tiber die Fihigkeiten des Pilzmyeels zur Citronensiure- 
bildung vom enzymchemischen Standpunkt. 


Obwohl es noch nicht gelungen ist, den Vorgang der 
Citronensiurebildung durch Pilze als enzymatischen ProzeB 
zu charakterisieren, soll den folgenden Untersuchungen die 
Vorstellung, daB sich dieser ProzeB an einem Enzymkomplex 
volizieht, als Arbeitshypothese zugrunde gelegt und festgestellt 
werden, ob die gewonnenen Ergebnisse mit dieser Vorstellung 
in Ubereinstimmung gebracht und dadurch leichter erklart 
werden kinnen. Hinsichtlich der Uberlegungen, die zur Ver- 
wendung dieser Vorstellung als Arbeitshypothese fiihren, kann 
auf das in Abschnitt 1 Gesagte verwiesen werden. 


Bereits friiher') konnte festgestellt werden, daB die Pilz- 
decken ein recht verschiedenes Vermégen zur Citronensaure- 
bildung besitzen, je nach den fir die Mycelentwicklung ein- 
gehaltenen Bedingungen. Aus den dort gewonnenen Ergebnissen 
wurde die Vorstellung hergeleitet, daB es sich bei der Citronen- 
siurebildung um einen enzymatischen ProzeB handeln diirfte 
und daf die verschiedenen ,,Stickstoffquellen auf die Bildung 
des Enzymkomplexes, an dem sich die Citronensiurebildung 
zu vollziehen scheint, von KinfluB sind, oder fiir irgendwelche 
hierbei beteiligte Substanzen (Hilfsstoffe, Aktivatoren)“. In 
der vorliegenden Mitteilung wurde nun eine gréBere Anzahl 
von Stickstoffverbindungen zur Untersuchung herangezogen, um 
festzustellen wodurch die verschiedene Wirkung der Stickstoff- 
verbindungen bedingt ist, ob es sich dabei um eine Wirkung 
der verschiedenen Bindungsweise des Stickstoffs handelt, je 
nachdem dieser als Ammon-, Nitrat- oder Amin-Stickstoff vor- 
liegt, oder ob hierbei der Rest, an den der Stickstoff gebunden 
ist, von entscheidendem EinfluB ist. Weiterhin wird spiter die 
Anderung der p,, in erster Kulturflissigkeit, sowie die hierin 
vor sich gehenden Umsetzungen Beriicksichtigung finden miissen. 
Ks wurde hier Fructose als Kohlenstoffquelle zur Citronensiure- 





') Bernhauer, Biochem. Ztschr. (im Druck) 
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bildung verwendet, da bei Beniitzung von Rohrzucker, wie in 
der erwihnten Mitteilung, die Ergebnisse durch die Bildung 
von Gluconsaure verschleiert sind. Bei allen diesen Versuchen 
mu8 natiirlich beriicksichtigt werden, daB das Vermégen der 
Pilzdecken zur Citronensiurebildung in zweiter Kulturfliissigkeit 
zunehmen kann, ohne da8B man hierfiir eine Kontrolle hat. 

Auch die hier mitzuteilenden Versuche haben nur orien- 
tierenden Charakter, doch sei schon jetzt hieriiber berichtet, 
da mehr der Vergleich der mittels eines bestimmten Pilzstammes 
gewonnenen Ergebnisse von Wichtigkeit war und der hier ver- 
wendete Pilzstamm fiir weitere Versuche in dieser Richtung 
infolge ,,Degeneration“ nicht mehr geeignet erschien, wie in 
der erwihnten Mitteilung gezeigt werden konnte. 





Bei den hier durchgefiihrten Versuchen wurde in analoger Weise 
wie bei den bisherigen Untersuchungen vorgegangen. Die Pilzdecken 
von Aspergillus niger (Stamm II) wurden auf einer Nihrlésung von be- 
stimmter Zusammensetzung wihrend 4 Tagen bei 34—35° zur Entwicklung 
gebracht und sodann in bekannter Weise auf die zweite Kulturfliissigkeit 
gebracht, die hier aus 10°/,iger Fructoselésung bestand. In den spiiteren 
Versuchsreihen wurde hierbei stets in einheitlicher Weise Fructose von 
Schering verwendet. 


Die einzelnen Stickstoffquellen wurden in ifquivalenten Mengen 
hinsichtlich Stickstoff angewendet, gerade nur bei Ammonsulfat wurden 
irrtiimlicherweise 0,5°/, statt der fquivalenten 0,33°/, verwendet; 
ich fiihre aber trotzdem die betreffenden Versuche an, da sie doch einen 
gewissen Vergleich mit den anderen Stickstoffquellen erméglichen. 


Den hier durchgefiihrten Versuchen lag die Absicht zugrunde, 
eine mehr allgemeine Orientierung iiber die Wirkung der verschiedenen 
Stickstoff- und Kohlenstoffquellen zu erlangen, um im Anschlu8 an be- 
merkenswerte Ergebnisse die Hauptuntersuchungen durchfiihren zu kénnen. 
Um eine rasche Orientierung zu erhalten, wurden daher zunichst nur 
Einzelversuche durchgefiihrt. 


In Versuchsreihe 1 wurden die Pilzdecken mittels einer Anzahl 
verschiedener Stickstoffverbindungen unter Verwendung von Glucose pro 
analysi Schuchardt zur Entwicklung gebracht; in allen Versuchen dieser 
Mitteilung wurden 300 cem Erlenmeyerkolben (Kavalierglas) verwendet. 
In zweiter Kulturfliissigkeit wurden die Pilzdecken auf je 30 cem 10°/,iger 
Fructoselésung (venale Schuchardt) gebracht und verblieben hier 4 Tage. 
Die sonstigen Bedingungen gehen aus Tabelle I hervor. 
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Tabelle I. 
Zu Versuchsreihe 1. 
ts Analysenwerte 
: & + | a 
E 1. Kultur- o ip & 3 8 
3 N-Quelle co 2 5) “ek 
oe . . aS cs ‘ s oka 
2 fliissigkeit a - Se 
wa ut o - B 
tod 
> 
Ss ee! TE: OTT: 
| | 02 */, 1,04 0,046 1,48 2,49 
NH,NO, 
2 0,5 °/, 1,26 0,047 0,86 | 2,29 
(NH,),SO, 
3 0,5 °/, 0,73 — 0,84 1,27 
30 ecm KNO, 
4 hey 0,134 °/, 0,47 0,188 | 0,29 | 1,23 
10 /0 NH,Cl 
5 Glucose 0,58 °/, 0,98 | 0,074 0,29 1,8 
(pro analysi NEE O, 
6 0,15 °/, 0,37 | 0,093 0,14 | 1,63 
Schuchardt), Harnstoff 
7 || Nahrsalze IT., a3*i, 0,91 0,075 1,33 2,45 
4 Tage Harnstoffnitrat 
8 0,32 °/, 0,59 0,143 028 41,21 
Asparagin | 
9 0,4 °/, 0,78 | 0,034 | 0,10 | 1,48 
Glykokoll. 
10 0,54 °/, 1,03 | 0,074 0,18 | 1,65 
| Pepton 





Versuchsreihe 2. Zur Uberpriifung der in Versuchsreihe 1 ge- 
wonnenen Ergebnisse wurden nochmals analoge Versuche mit Ammon- 
nitrat, Kaliumnitrat und Harnstoffnitrat durchgefiihrt. An Stelle der 
Wiedergabe der vollstindigen Analysenwerte geniigt wohl die Anfihrung 
deram 4. Tag gewonnenen Ca-Citratmengen: Ammonnitrat 1,26 g, Kalium- 
nitrat 1,37 g, Harnstoffnitrat 1,36 g. 

Ergebnisse der Versuchsreihen 1u.2: Bei Verwendung von 
Glucose pro anal. Schuchardt als C-Quelle wurden mit verschiedenen 
N-Quellen Pilzdecken zur Entwicklung gebracht, die ein auffallend ver- 
schiedenes Vermégen zur Citronensiurebildung hatten. Es zeigte sich 
hierbei sehr einheitlich die spezifische Wirkung der Nitrate, die sich stets 
fiir die Ausbildung von Pilzdecken mit starkem Vermégen zur Citronen- 
siurebildung als sehr geeignet erwiesen. Dieses einheitliche Verhalten 


scheint darauf hinzudeuten, daB dem Nitrat-Ion oder dem in dieser Form 
gebundenen Stickstoff eine besondere Wirkung zukommt. 








, se 
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Versuchsreihe 3. Analoge Versuche mit den gleichen N-Ver- 
bindungen, aber Rohrzucker als C-Quelle. Es kam hier kein derart 
deutlicher Unterschied in der Wirkung der einzelnen N-Quellen zur 
Geltung. Nur Ammonphosphat verhielt sich abweichend, indem Pilzdecken, 
die damit zur Entwicklung gebracht worden waren, vornehmlich Oxal- 
siiure bildeten. 

Versuchsreihen 4 u. 5. Fructose als C-Quelle, gleiche N-Ver- 
bindungen wie bisher. Es zeigten sich in Versuchsreihe 5 einige Unter- 
schiede, aus denen sich vorliufig noch keine weiteren Schliisse ziehen 
lassen. Auffallend war jedenfalls die schlechte Siiurebildung bei Ver- 
wendung von Ammonphosphat sowie Pepton als N-Quellen zur Ent- 
wicklung der Pilzdecken. (0,18 bzw. 0,3) g Ca-Citrat gegeniiber etwa 
durchsebnittlich 1 g in den anderen Versuchen). 

Versuchsreihe 6 Der Vergleich von Pilzdecken hinsichtlich ihres 
Vermégens zur Citronensaiurebildung bei Entwicklung derselben mittels 
verschiedener C-Quellen unter Verwendung von Ammonnitrat ergab keine 
besonderen Unterschiede. Gerade nur bei technischer Glucose, Glycerin 
und Maltose zeigte sich ein geringeres Vermégen zur Citronensiurebildung. 
Bei Verwendung einer ungiinstiger wirkenden N-Quelle diirften wohl 
deutlichere Unterschiede zutage treten. 


Ergebnisse. 


Die zur Uberpriifung und Ergiinzung der in einer fritheren 
Mitteilung gewonnenen Ergebnisse durchgefiihrten Versuche 
zeigten, daB tatsichlich der Art der Mycelienentwicklung ein 
bedeutender EinfluB auf die Citronensiiurebildung durch die 
Pilzdecken zukommt: und zwar 


1. Ganz allgemein scheint auch hier wie bei der Glucon- 
siurebildung Rohrzucker fiir die Ausbildung ginstig wirkender 
Pilzdecken viel geeigneter zu sein als andere Kohlenstoffqucllen. 
Hinsichtlich der Deutung dieser Erscheinung gilt wohl das 
gleiche wie bei der Glucoxydasebildung (s. 1. Abschnitt). 


2. Bei Verwendung von Glucose pro anal. Schuchardt er- 
wiesen sich nur Nitrate (Ammonnitrat, Kaliumnitrat, Harnstoff- 
nitrat) als brauchbar fiir die Ausbildung gut Citronensiiure 
bildender Pilzdecken, alle anderen verwendeten Stickstoffquellen 
(Ammonsulfat, Ammonchlorid, Ammonphosphat, Harnstoff, As- 
paragin, Glykokoll, Pepton) hatten nur eine sehr geringe 
Wirkung, gemessen an der Citronensiiurebildung durch die 
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Pilzdecken. Fir die Erklirung dieser Beobachtung liegen noch 
nicht geniigend Anhaltspunkte vor. 

Auf Grund der gewonnenen Ergebnisse erscheint die An- 
schauung, daB sich die Citronenséurebildung an einem Enzym- 
komplex vollzieht, weiterhin gestiitzt, denn wenn es sich hier- 
bei lediglich um einen Stoffwechselvorgang handeln wiirde, so 
ware wohl unerklirlich, warum unter bestimmten Bedingungen 
zur Entwicklung gelangtes Pilzmycel einmal fast gar kein Ver- 
moégen zur Citronensiurebildung besitzt und bei nur geringerer 
Anderung in den Entwicklungsbedingungen ein recht bedeutendes, 
denn die Mycelentwicklung selbst (beurteilt nach dem Aussehen 
und Gewicht) erscheint dabei in keiner Weise verschieden. 





